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α-Bgt: Alfa-bungarotoxina 
α-Ctx Alfa-conotoxina 
ACh Acetilcolina 
AChR  Receptor para la acetilcolina 
AChBP Proteína de unión a acetilcolina 
ADNc Ácido desoxirribonucleico copia 
ARNm Ácido ribonucléico mensajero 
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CE50 Concentración eficaz 50 
COS Línea celular de fibroblastos procedente de simio 
CGRP Péptido relacionado con el gen de la calcitonina 
DMEM Medio de Eagle modificado por Dulbecco 
DMPP Dimetilfenilpiperazinio 
DMSO Dimetilsulfóxido 
EEM Error estándar de la media 
EGTA Ácido etilenglicol-bis (β-aminoetil eter)-N,N,N’,N’-tetraacético  
FVDE Fijación de Voltaje de Doble Electrodo 
GABA Ácido γ-aminobutírico 
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GTP Trifosfato de guanosina 
HEPES Ácido (N-[2-hidroxietil]-piperacino-N´-[2-etanosulfónico]  
I Corriente iónica 
KH Tampón Krebs-HEPES 
mAChR Receptor muscarínico para la acetilcolina. 
MAP Modulador alostérico positivo 
Mec Mecamilamina 
LB Medio de cultivo Luria-Bertani  
MLA Metilicaconitina     
nAChR Receptor nicotínico para la acetilcolina 
n-Bgt n-Bungarotoxina (Bungarotoxina neuronal) 
NMDA N-metil-D-aspartato 
oxo-M Oxotremorina M 
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PKA Proteína cinasa A 
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RAL Receptores activados por ligando 
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MARCO EN EL QUE SE HA DESARROLLADO ESTA TESIS 
El trabajo presentado en esta Tesis Doctoral ha sido desarrollado en el Instituto Teófilo 
Hernando de I+D del Medicamento (ITH) de la Universidad Autónoma de Madrid. A lo 
largo de más de tres décadas, el ITH ha cultivado una amplia y sólida línea de 
investigación relacionada con la caracterización de los principales mecanismos 
celulares implicados en los procesos de comunicación neuronal. 
En 1921, Otto Loewi postuló la existencia de una neurotransmisión de tipo químico, 
demostrando que una sustancia que él denominó vagustoff (actualmente conocida 
como acetilcolina) se liberaba tras la estimulación del nervio vago y servía para 
estimular a otras neuronas. Más tarde, en 1936, Sir Henry Dale demostró que la 
acetilcolina (ACh) era liberada por estimulación de los nervios motores en la placa 
motora. Finalmente, en los años 50 Fatt y Katz postularon que la transmisión química 
estaba mediada por la estimulación de un receptor por su correspondiente agonista 
fisiológico (en el caso de la unión neuromuscular la ACh, actuando sobre receptores 
de tipo nicotínico), lo que producía la apertura de un canal por el que pasaban iones, 
generando así una acción excitadora en el músculo. 
Tras estas aportaciones, el estudio y caracterización de ese receptor para la 
acetilcolina se convirtió en una prioridad y se trató de indagar en la naturaleza y 
función de estos receptores presentes en el sistema nervioso. En los años 80 el 
abordaje de este tipo de estudios se realizó mediante técnicas de biología molecular, 
clonando los genes que codificaban la expresión de las diferentes subunidades que 
componen este receptor, y expresándolos en sistemas heterólogos, fundamentalmente 
en ovocitos de Xenopus laevis. Desde entonces se han conseguido identificar una 
amplia variedad de subtipos de receptores nicotínicos. Estos receptores se engloban 
bajo la denominación de receptores nicotínicos para la acetilcolina (nAChRs) y 
constituyen un pequeño grupo dentro de los receptores activados por ligando (RAL). 
El conocimiento de su estructura y función ha hecho posible el estudio de sus 
implicaciones fisiológicas y patológicas, lo que conlleva al abordaje de su posible 
farmacología y con ello al diseño y síntesis de nuevos fármacos que potencialmente 
puedan servir para atenuar las deficiencias de estos receptores que se aprecian en 
diversas enfermedades neurodegenerativas, entre otras diversos tipos de demencia. 
El trabajo realizado en esta tesis se enmarca en una línea de investigación básica-
aplicada que se relaciona con la caracterización, desde un punto de vista biofísico y 
funcional, de los receptores nicotínicos para la acetilcolina (nAChRs) de tipo neuronal 
presentes en la membrana de la célula cromafín adrenomedular y que controlan 
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fisiológicamente el proceso de liberación de catecolaminas.  Si bien, se ha descrito la 
existencia de ARNm que codifica para las subunidades α7, (Garcia-Guzman y col., 
1995), α3 y β4 (Criado y col., 1992; Campos-Caro y col., 1997) y α5 (Campos-Caro y 
col., 1997), no se ha demostrado aún si todas estas subunidades se asocian para dar 
lugar a un receptor complejo α3β4(α5)α7 o si existen en diferentes combinaciones de 
subunidades formando distintas subpoblaciones de receptores en la membrana de la 
célula cromafín bovina, a saber, receptores de subtipo α7 y receptores de subtipo 
α3β4(α5). 
En base a estos antecedentes, el principal objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido 
caracterizar las propiedades de los nAChRs del subtipo α3β4, cuya presencia se ha 
constatado en la célula cromafín de distintas especies animales tales como rata, ratón, 
humano y bovino, siendo este último subtipo celular ampliamente estudiado en nuestro 
grupo. A partir de esta caracterización podríamos utilizar a la célula cromafín 
adrenomedular como un excelente modelo para el estudio de nuevas moléculas 
agonistas de los receptores, compuestos que puedan resultar útiles terapéuticamente 
en analgesia, neuroprotección y en procesos de deterioros cognitivos que tienen lugar 
en enfermedades como el Parkinson, el Alzheimer, la esquizofrenia o el autismo. 
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1.-INTRODUCCIÓN 
1.1.-APUNTE HISTÓRICO. 
A finales del siglo XIX notables científicos realizaron una serie de contribuciones 
fundamentales mediante los hoy conocidos experimentos “clásicos” en el campo de la 
transmisión sináptica química y canales iónicos activados por ligando. El concepto de 
receptor se formuló por primera vez en el siglo XIX por Paul Ehrlich (quién hipotetizó la 
interacción química entre agentes antibacterianos y sus dianas) y por John N. Langley, 
mientras estudiaba la acción de la atropina y pilocarpina. “Podemos afirmar que en las 
terminaciones nerviosas y en las células glandulares existe/n alguna/s sustancia/s con 
la/s que la atropina y la pilocarpina son capaces de formar compuestos” (Langley, 
1878). Esta sustancia, como la conocemos ahora, es el receptor muscarínico para la 
acetilcolina (mAChR). Algunos años más tarde, en 1889, Langley demostró que la 
nicotina podía producir una contracción tónica en el músculo de las ranas, que podía 
bloquearse mediante curare, estableciendo la primera evidencia de un receptor 
nicotínico para la acetilcolina (nAChR). La primera evidencia experimental para la 
existencia de ACh como neurotransmisor vino más tarde, en 1921 por Otto Loewi, 
cuando estudió la inervación autonómica de dos corazones aislados y comprobó que 
cuando el nervio vago de uno de los corazones era estimulado, el segundo corazón se 
estimulaba también, a pesar de no existir un contacto directo entre ambos. Una 
sustancia liberada de la terminal nerviosa denominada vagustoff (Cooke y Lipkin, 
1972) era la responsable de mediar este efecto, sustancia que años más tarde se 
reconoció ser la ACh. Henry Dale, en 1914, pudo distinguir dos tipos de actividades 
diferentes de la ACh, que denominó muscarínica y nicotínica (Dale y col., 1936), 
aunque en aquella época aún se desconocía la existencia de dos tipos diferentes de 
receptores para estas dos sustancias. En 1909, A. V. Hill realizó el primer análisis 
cuantitativo de los resultados obtenidos del tratamiento del AChR muscular con 
nicotina y curare, siendo desarrolladas sus ideas por sus sucesores. Su trabajo y el de 
Bernard Katz, A. J. Hill, John Gaddum y Heinz Schild en los 30 años siguientes, 
sentaron las bases en la investigación de los canales iónicos (Colquhoun y col., 1998). 
Un mayor avance en la comprensión de la transmisión sináptica en los músculos 
esqueléticos tuvo lugar en los años 50, cuando el mecanismo del potencial de acción 
fue postulado por Hodgkin y Huxley en 1952 y la liberación cuántica de ACh en la 
placa motora del músculo fue descubierta por Katz y Fatt en 1951 (Purves y col., 
2001;(Colquhoun y col., 1998)). La interpretación de la cinética de los canales iónicos 
se realizó unos años más tarde (1957) por del Castillo y Katz, con su mecanismo de 
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acción agonista, lo que hizo que los trabajos sobre canal único predominaran durante 
los años 70 y continúen haciéndolo hoy. 
Ha pasado más de un siglo desde que Langley y Ehrlich presentaran por primera vez 
el concepto de receptor y desde entonces se ha avanzado mucho. Se han identificado 
una amplia variedad de receptores nicotínicos para la acetilcolina; actualmente, somos 
capaces de medir las corrientes macroscópicas y microscópicas que fluyen a través de 
estos canales y los tiempos de apertura y cierre de canales individuales; sabemos 
cuántas moléculas agonistas se unen a la mayoría de los receptores y en algunos 
casos, también sabemos su estructura y secuencia.  
El conocimiento de la estructura y función de los nAChRs han hecho posible el estudio 
de sus implicaciones fisiológicas y patólogicas, lo que conlleva el abordaje de un 
nuevo campo en el conocimiento de estos receptores como es su farmacología; a 
saber, la búsqueda de medicamentos que atenúen las deficiencias de estos receptores 
implicados en enfermedades tan devastadoras como las demencias.  
La presente tesis trata sobre las propiedades farmacológicas y estructurales de los 
receptores nicotínicos para la ACh α7, α4β2 y, principalmente, α3β4, implicados en la 
modulación de la liberación de un amplio rango de neurotransmisores en el SNC y 
SNP, constituyendo una diana terapéutica para una gran número de enfermedades 
relacionadas con el empeoramiento cognitivo y enfermedades neurodegenerativas, 
esquizofrenia, alteraciones del humor, dolor crónico, déficit de atención y adicción a la 
nicotina.  
1.2.-RECEPTORES ACTIVADOS POR LIGANDO 
Durante la activación neuronal se liberan a la hendidura sináptica pequeñas 
moléculas, los neurotransmisores, presentes en la neurona presináptica; de esta 
manera se transmite la información desde una neurona a otra adyacente o a un 
órgano diana. Los neurotransmisores son capaces de realizar su función a través de la 
activación de receptores presentes en la membrana de la célula postsináptica que se 
denominan “receptores activados por ligando (RAL)”. Así, cuando el neurotransmisor 
se une a estos receptores induce un cambio de conformación en su estructura que 
permite la apertura de un poro iónico por el que fluyen iones a su través. Esta entrada 
o salida de iones  provoca a su vez cambios en el potencial de membrana de la 
neurona provocando la despolarización o la hiperpolarización de la misma, 
dependiendo del agonista utilizado y del tipo de RAL expresado en esa célula.  
Debido a la gran variedad de RAL existentes en los diferentes tejidos, se ha realizado 
una clasificación de los mismos atendiendo a diferentes criterios como son la topología 
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de las subunidades con respecto a la membrana, la homología de sus secuencias, la 
composición de subunidades, la permeabilidad del poro iónico y/o la selectividad a los  
agonistas. Según todos estos criterios, se puede realizar una clasificación artificial de 
los RAL en tres grupos o superfamilias (Bond y col., 1996; North, 1996) tal y como se 
describe en la siguiente tabla (Tabla 1).  
 
TABLA 1. Resumen de las características de los diferentes tipos de RAL.  
Grupos Tipo de receptor 
Selectividad 
iónica 
Subunidades 
Extremos N y 
C-terminal 
Grupo 1 
R. nicotínico 
R. de glicina 
R. de serotonina (tipo 3) 
R. de GABAA (ácido γ-
aminobutírico tipo A) 
Canal iónico activado por Zn2+ 
Cationes 
Aniones 
Cationes 
Aniones 
 
Cationes 
5 subunidades/ 
4 segmentos 
transmembrana 
C y N: Exterior 
celular 
Grupo 2 
R. de glutamato 
R. de kainato 
R. de NMDA (N-metil-D-
aspartato) 
R. de AMPA (ácido α-amino-3-
hidroxi-5 metil-4-isoxazol) 
Cationes 
 
4 (Rosenmund y col., 
1998) o 5 
(Premkumar y col., 
1997) subunidades 
N: Extracelular 
C: Intracelular 
Grupo 3 R. Purinérgicos (P2x) 
 
Cationes 
 
Máximo 3 
subunidades (Stoop y 
col., 1999)/2 
segmentos 
transmembrana 
Bucle extracelular 
C y N: Interior 
celular 
 
En la figura 1 se pueden observar esquemáticamente la topología de estos receptores.  
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A Receptor de acetilcolina/serotonina
B Receptor de glutamato
C Receptor purinérgico
M1 M2
CN
M1 M3 M4
N
C
M2
M1 M2 M3 M4
N
C
Exterior celular
Interior celular
Grupo 1
Grupo 2
Grupo 3
 
Figura 1. Estructura de los receptores activados por ligando. (A) Estructura de los nAChRs. (B) 
Estructura de los receptores de glutamato. (C) Estructura del receptor de purina. M1-M4= Representan 
segmentos transmembrana. N= Extremo N-terminal. C= Extremo C-terminal.  
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1.3.-LA SUPERFAMILIA DE LOS RECEPTORES CON LAZO Cys 
El nAChR es el prototipo de la superfamilia de los receptores con lazo Cys de los 
receptores activados por ligando, a la que también pertenecen los receptores del ácido 
γ-aminobutírico de tipo A y C (GABAA y GABAC), los receptores de glicina, los 
receptores de serotonina de tipo 3 (5-HT3) y el canal iónico activado por Zn2+ en 
vertebrados (ZAC), y en invertebrados canales de cloruro activados por glutamato, 
serotonina e histamina y canales aniónicos activados por GABA (Karlin, 2002; Lester y 
col., 2004; Jones y col., 2006). 
Todos los miembros de esta familia comparten un alto grado de similitud en la 
secuencia de aminoácidos y se cree que comparten un ancestro evolutivo común 
(Ortells y col., 1995). Sus subunidades son similares también (Fig. 2); comparten 
algunos motivos característicos en su estructura secundaria: un lazo Cys (dos 
cisteínas unidas mediante puentes disulfuro separadas por 13 aminoácidos) en el 
extremo N-terminal, dominio donde se cree que está el sitio de unión al agonista; 
cuatro segmentos transmembrana con estructura hélice-α (M1-4), una gran región 
citoplásmica entre los segmentos M3 y M4 (Stroud y col., 1990; Karlin y col., 1995; 
Unwin, 2003) y un extremo C-terminal extracelular relativamente corto y de secuencia 
variable. Cada miembro de la superfamilia es un pentámero y el segmento M2 de cada 
subunidad es el principal contribuyente a la formación del poro del canal.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Superfamilia de de los receptores con lazo Cys. (A) Las subunidades que forman a los 
distintos receptores de la superfamilia muestran una similitud considerable en su tamaño y secuencia. Las 
cisteínas que forman el lazo en el extremo N-terminal, están conservadas a lo largo de la superfamilia. (B) 
Representación esquemática de las subunidades de los receptores con lazo Cys. Los extremos N-
terminal y C-terminal son extracelulares y en el N-terminal está presente el lazo-Cys; cuatro dominios 
transmembrana conforman una subunidad (M1-M4 en color azul y rojo) y el segmento M2 (rojo) forma 
parte del poro iónico; el gran dominio intracelular localizado entre los segmentos M3 y M4 se observa en 
la figura.  
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1.4.-EL RECEPTOR NICOTÍNICO DE ACETILCOLINA: ESTRUCTURA 
MOLECULAR  
Los nAChRs son proteínas pentaméricas transmembrana que se identificaron por 
primera vez en la unión neuro-muscular y en el órgano eléctrico del pez Torpedo 
californica. A través de ellos se genera una corriente catiónica rápida cuando el 
neurotransmisor ACh se une a ellos.  
Existen dos tipos de nAChRs, muscular y  neuronal, y ambos están formados por el 
ensamblaje de subunidades diferentes, aunque homólogas. Las subunidades del 
nAChR se dividen en dos clases principalmente: las subunidades α (α1-10), que 
poseen dos cisteínas adyacentes esenciales para la unión de la molécula de ACh al 
receptor, y subunidades no-α (β1-4, γ, δ, ε), que carecen de dichas cisteínas.  
El conocimiento actual de la estructura del nAChR procede principalmente del estudio 
del receptor nicotínico presente en el órgano eléctrico del pez raya Torpedo marmorata 
y de la estructura cristalizada de la proteína de unión a ACh (AChBP) del caracol 
Lymnea stagnalis (Karlin, 2002). Los resultados procedentes del estudio de estas dos 
estructuras han sido excepcionalmente importantes para el entendimiento de la 
estructura del receptor y como podría relacionarse ésta con su función, corroborando 
la información obtenida mediante otras aproximaciones experimentales, como es el 
uso de ligandos específicos y toxinas de serpientes, además de aportar nueva 
información al respecto.  
a. El AChR del orgáno eléctrico del pez Torpedo 
El único canal iónico activado por ligando cuya estructura se conoce en profundidad es 
el AChR de la membrana postsináptica del órgano eléctrico de la raya Torpedo. Los 
trabajos de microscopía electrónica de Unwin y colaboradores (Unwin, 1993; Unwin, 
1996; Miyazawa y col., 1999; Tierney y col., 2000), con una resolución de hasta 4 Å 
(Unwin, 2005) tienen la ventaja de visualizar la proteína en su ambiente natural, con la 
membrana lipídica y los iones a su alrededor (Unwin, 2003). El AChR del pez Torpedo 
es una glicoproteína pentamérica de 290 kDa, formada por cuatro subunidades 
transmembrana diferentes (α, γ, β y δ) en la combinación estequiométrica α2βγδ (Fig. 
3.A y B). En el receptor se diferencian 3 regiones distintas: un dominio extracelular de 
unión al agonista formado por el gran extremo N-terminal y el extremo C-terminal más 
corto de las subunidades, un dominio transmembrana formado por el poro selectivo a 
cationes y un pequeño dominio intracelular, resultando una estructura con un tamaño 
total de 160 Å. Los sitios de unión al ligando se localizan en el dominio extracelular, en 
lados opuestos entorno al poro y consisten en dos bolsillos de unión a ACh en las 
subunidades α o cerca de las interfases α-γ y α-δ. El dominio extracelular contiene 
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además un largo vestíbulo central con un diámetro de aproximadamente 20 Å y que se 
extiende hacia el dominio transmembrana haciéndose más estrecho. El poro del canal, 
que forma el estrecho paso hídrico, contiene la compuerta que solo se abre cuando la 
ACh ocupa ambos sitios de unión (Fig. 3.C). El segmento M2 de cada subunidad, 
contiene aproximadamente 19 aminoácidos (con una longitud de 40 Å 
aproximadamente) y contribuye a la formación del poro. Estudios de mutagénesis 
indican que el anillo de residuos en posición 263 forman la parte más estrecha del 
poro y determina la selectividad iónica del canal (Imoto y col., 1991; Cohen y col., 
1992). La parte más interna del poro está rodeada por una cubierta exterior de hélices-
α de M1, M3 y M4 que aíslan al poro de la membrana lipídica (Unwin, 2005). 
 
 
Figura 3. Estructura del receptor nicotínico de ACh. (A) Representación esquemática del receptor 
nicotínico muscular pentamérico, mostrando los cuatro tipos diferentes de subunidades (α, γ, β y δ) 
ensambladas alrededor de un canal selectivo a cationes, y dos sitios de unión a ACh presentes en la 
región extracelular, en las interfases α-γ y α-δ (Karlin, 2002). (B) Imagen transversal del AChR de 
Torpedo, a una resolución de 4,6 Å (Miyazawa y col., 1999). (C) Imagen transversal de la parte 
extracelular del poro del canal en vista tridimensional, mostrando los dos sitios de unión a ACh (Miyazawa 
y col., 1999). 
 
b. La AChBP  
Un conocimiento más profundo acerca de las interacciones ligando-receptor de los 
receptores con lazo Cys se ha obtenido tras la identificación y cristalización de la 
proteína de unión a la ACh (AChBP), recientemente descubierta en el caracol acuático 
Lymnea stagnalis (Brejc y col., 2001; Smit y col., 2001), en el caracol marino Aplysia 
californica (Hansen y col., 2005; Ulens y col., 2006) y en el caracol de agua dulce 
Bulinus truncatus (Celie y col., 2005). Esta proteína pentamérica que está formada por 
unos 210 residuos, se produce y almacena en las células gliales y se libera en la 
hendidura sináptica donde modula la transmisión sináptica mediante su unión a la 
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ACh. Está muy relacionada estructuralmente con el dominio N-terminal de las 
subunidades α del receptor nicotínico, con las que comparte un 20-24% de similitud, 
compartiendo también un 15-18% de homología con la secuencia de las subunidades 
de los receptores 5-HT3, GABAA, GABAC y los receptores de glicina. Carece de 
dominios transmembrana e intracelular pero puede unir agonistas y antagonistas 
competitivos del receptor nicotínico, como son la nicotina, curare, epibatidina, α-
bungarotoxina, y naturalmente la ACh (ver revisión de (Karlin, 2002) para mayor 
información). 
La AChBP también posee el lazo Cys, formado solo por 12 en vez de 13 residuos 
entre las dos cisteínas. Brejc y colaboradores obtuvieron la estructura cristalizada de la 
proteína con una resolución de 2,7 Å: es un cilindro con un diámetro de 80 Å y una 
altura de 62 Å; 5 subunidades idénticas (62 x 47 x 34 Å) que forman un canal de 
aproximadamente 18 Å de diámetro (Fig. 4). Cada subunidad comienza en su extremo 
N-terminal con una α-hélice a la que le siguen dos 310 hélices cortas y diez hojas β, 
organizadas con una topología similar a la de las inmunoglobulinas. La estructura 
secundaria y las dimensiones del cilindro de la AChBP concuerdan con las obtenidas 
para el dominio extracelular del nAChR del pez Torpedo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Estructura cristalizada de la AChBP. (A) Vista desde arriba de las cinco subunidades 
idénticas, etiquetadas como A, B, C, D y E (y coloreadas de forma distinta), ensambladas entre sí para 
formar la proteína. La unión de ACh se produce en las interfaces entre subunidades adyacentes (A-B, B-
C, C-D, D-E, E-A). (B) Vista perpendicular de la AChBP. El sitio de unión situado ecuatorialmente, se 
resalta solo en la interfase A (amarillo)-B (azul).  
A B
C
D
E
A B
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c. El sitio de unión a ACh 
El gran número de estudios realizados sobre el nAChR muscular del órgano eléctrico 
del pez Torpedo ha hecho posible identificar los residuos implicados en la unión al 
agonista mediante aproximaciones bioquímicas y funcionales. Los estudios de unión 
de radioligandos demostraron que, en condiciones de equilibrio, los nAChRs poseen 
dos sitios de unión con alta afinidad a agonistas y a antagonistas competitivos (Blount 
y col., 1989). Ambos sitios deben estar ocupados para la completa activación del 
receptor. Estudios mutacionales y de marcaje por afinidad posteriores demostraron 
que los sitios de unión se localizan en la interfases en las subunidades α-γ y α-δ del 
nAChR muscular (Fig. 5) (Corringer y col., 2000; Arias y col., 2001). Las evidencias 
experimentales más concluyentes provienen de: a) experimentos de marcaje por 
afinidad que muestran que las sondas farmacológicas marcan principalmente las 
subunidades α1, y en una menor proporción las subunidades γ y δ; (b) estudios de 
expresión de subunidades del nAChR muscular en líneas celulares, que demuestran 
que la subunidad α1, junto con la subunidad γ o δ, formaron bolsillos de unión a ACh 
con farmacología nativa, mientras que la coexpresión con otras subunidades o la 
expresión de una sola subunidad no produjeron sitios de unión a ACh. 
Los estudios mencionados anteriormente también identificaron aminoácidos clave 
localizados en lazos no contiguos (denominados de la A a la C) de las subunidades α, 
junto con aminoácidos adyacentes de las subunidades γ o δ (localizados en los 
denominados lazos D-F), que contribuyen a la formación de los dominios de unión al 
ligando. Los lazos A-C recibieron el término de componente primario, principal o lado + 
del sitio de unión al agonista, mientras que los lazos D-F se apodaron componente 
secundario, complementario o lado – del sitio de unión (Fig. 5) (Kao y col., 1986; 
Dennis y col., 1988; Galzi y col., 1990; Middleton y col., 1991; Czajkowski y col., 1993; 
Corringer y col., 1995; Sine y col., 1995). Los aminoácidos identificados en las 
subunidades α1 de Torpedo son Tyr93, Trp149, Tyr190 y Tyr198, y se conservan en el 
resto de subunidades α del nAChR (con excepción de la subunidad neuronal α5 donde 
la Tyr 190 es reemplazada por un Asp190), y a lo largo de la familia de receptores con 
lazo Cys. Los estudios realizados revelaron también la presencia de un par de 
cisteínas adyacentes, Cys 192 y Cys 193 que forman un puente disulfuro atípico. Se 
ha demostrado que estos dos residuos se encuentran en las dos subunidades α1 del 
nAChR (Karlin y col., 1995; Karlin, 2002), confirmándose más tarde su presencia en 
todas las subunidades α del nAChR. 
Anabel Sánchez García: Receptores Nicotínicos α3β4  
12 
Como ya se ha comentado, en las subunidades no-α se localizan residuos que 
también contribuyen a la formación de los sitios de unión a ligandos: γTrp53, δTrp55, 
γTyr111, δArg113, γLeu109 y δLeu111. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5 Dibujo esquemático del nAChR muscular, vista desde arriba (adaptado de (Corringer y col., 
2000). Los sitios de unión a ACh se localizan en las interfases de las subunidades α1-γ y α1-δ y están 
formados por los lazos A, B y C del “componente principal” y los lazos D, E y F del “componente 
complementario”.  
 
El conocimiento sobre el dominio de unión al ligando de los receptores con lazo Cys, y 
en especial de los nAChRs, se ha beneficiado de la disponibilidad de imágenes de alta 
resolución de estas proteínas, obtenidas a partir de la estructura cristalizada de la 
AChBP (Brejc y col., 2001; Celie y col., 2004; Hansen y col., 2005). En los 5 sitios de 
unión a ACh que contiene la proteína, se han identificado aminoácidos aromáticos que 
contribuyen al bolsillo de unión: Tyr89 en el lazo A; Trp143 y Trp145 en el lazo B;  
Tyr185, Tyr192, Cys187 y Cys188 en el lazo C, Trp53, Gln55 en el lazo D; Arg104, 
Val106, Leu112 y Met114 en el lazo E; y Tyr 164 en el lazo F. En particular, la 
obtención de la estructura cristalizada de la AChBP de alta resolución confirma 
muchas de las observaciones previas realizadas sobre la estructura de las proteínas 
con lazo Cys (Unwin, 1989) y muestran más datos sobre el papel de los residuos 
conservados en las subunidades que participan en la unión con el ligando.   
Otro gran avance en la estructura del sitio de unión a ACh lo aportan los estudios de 
microscopía electrónica de dos dimensiones del nAChR de Torpedo, a una resolución 
de 4 Å que revelan el esqueleto proteico, la localización de carbonos-α, cadenas 
laterales pesadas y las posibles interacciones entre subunidades (Miyazawa y col., 
2003). Además, el modelado por homología de la AChBP y el nAChR de Torpedo 
arrojan luz sobre el acoplamiento existente entre la unión del agonista y la apertura  
del canal, aportando una mayor compresión del mecanismo de activación del nAChR. 
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Así, en el dominio de unión los agonistas están completamente embebidos en la 
proteína (Fig. 6) (Unwin, 2005). En el centro de cada bolsillo de unión está el Trp 143 
del lazo B del componente principal, que establece interacciones catión-π con el 
agonista. Los otros cuatro residuos aromáticos forman el resto del bolsillo de unión, 
dirigiendo sus electrones π o grupos hidroxilo hacia el agonista. Otros residuos 
establecen puentes de hidrógeno con la cadena principal del agonista o establecen 
enlaces de Van der Waals para estabilizarlo. Es importante señalar que el lazo C del 
lado + tapa la entrada de la cavidad, atrapando al agonista en el bolsillo de unión.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6. Sitio de unión a ACh de AChBP (modificado de (Brejc y col., 2001). Dibujo que muestra la 
organización de los lazos alrededor de la molécula de ACh y los residuos implicados en la unión a la 
misma. Cada sitio de union al ligando se encuentra en la hendidura existente en la interfase entre 
subunidades, formados por los lazos de lado + de una subunidad y el lado – de la subunidad siguiente, en 
sentido contrario de las agujas del reloj. Cuatro residuos aromáticos forman parte de la base de la cavidad 
que hospeda a la ACh (Y89, Y185, Y164 y W53). Las paredes las forman los aminoácidos  Tyr 192, Trp143, la 
cadena principal del Trp145, las cadenas laterales de Met114 y Gln55 y las Cys187 y Cys188. La parte 
hidrofóbica de Arg104, Val106 y Leu112 forman la parte superior del sitio de unión. 
 
1.5.-MECANISMO DE ACTIVACIÓN DE LOS RECEPTORES NICOTÍNICOS 
La unión de dos moléculas de ACh al receptor provoca la rápida apertura del canal y 
finalmente la desensibilización del receptor. Sin embargo, el acontecimiento descrito 
no es tan simple como parece: tres clases de efectores trabajan en el nAChR 
(agonistas, antagonistas competitivos y no competitivos) y los sitios de unión de estas 
moléculas interaccionan en la distancia durante su unión y liberación del receptor. 
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Estudios bioquimícos y electrofisiológicos evidencian que los dos sitios de unión del 
receptor del pez Torpedo son diferentes y entre ellos se establecen interacciones 
cooperativas (Galzi y col., 1991; Edmonds y col., 1995). Por otro lado, los 
experimentos de microscopía electrónica realizados por Unwin y colaboradores 
demostraron que la unión de la ACh al receptor de Torpedo inicia dos eventos por 
separado: primero, una alteración a pequeña escala en la región del sitio de unión 
seguida de un movimiento rotacional a gran escala de las subunidades α. Los cambios 
conformacionales también afectan a las hélices del dominio transmembrana M2 que 
cambia su configuración, produciendo un ensanchamiento del poro, provocando la 
apertura del canal (Unwin y col., 2002). Los dos sitios de unión muestran una diferente 
afinidad por la ACh (Jackson, 1988), lo que podría explicarse por la contribución de las 
subunidades no-α a los sitios de unión y, por lo tanto, las interacciones entre las 
interfases de las subunidades podrían influir en la afinidad del receptor (Czajkowski y 
col., 1995; Unwin, 2005).     
Actualmente se acepta que la unión del agonista al receptor debería considerarse 
como un proceso separado a la apertura del canal iónico. El sencillo mecanismo para 
la apertura del canal presentado por Castillo y Katz en 1957 (Del Castillo y col., 1957), 
sugería que la activación del receptor se producía en dos etapas: el agonista (A) se 
une al receptor (R), formando un complejo (AR) y a continuación se produce un 
cambio conformacional que provoca la apertura del canal (AR*) 
 
 
 
 
La presentación de este mecanismo fue un gran avance en aquella época. Sin 
embargo, en el caso del nAChR donde se deben unir dos agonistas para conseguir un 
estado con alta probabilidad de aperturas, se necesitó reajustar el modelo para 
introducir los dos pasos secuenciales de la unión del ligando (Colquhoun y col., 1985).  
 
 
 
 
El esquema del mecanismo de unión se amplió con las evidencias obtenidas a partir 
de estudios electrofisiológicos que demostraron que el canal se podría abrir incluso 
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con la unión de una sola molécula de agonista al receptor (Colquhoun y col., 1981), 
aunque con una probabilidad más baja. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El estudio de (Jackson, 1988) en fibras musculares en cultivo también reveló que el 
canal iónico de los nAChRs: podía abrirse espontáneamente en ausencia de agonista, 
proponiendo otro mecanismo de activación del receptor en el que C y O representan 
respectivamente los estados cerrados y abiertos del canal. 
 
 
 
 
 
 
 
Los estados cerrados (C) cambian a estados abiertos (O) en un proceso reversible 
llamado “activación”. Dos moléculas de agonista (A) se unen al estado cerrado del 
receptor, y la constante de equilibrio de activación β incrementa conforme aumenta el 
número de moléculas de agonista unidas. La amplificación de la constante β por la 
unión del agonista se estima de 10 millones de veces con las dos moléculas. El origen 
de esta amplificación se debe a una mayor afinidad del agonista por el estado abierto 
que por el estado cerrado. Para la ACh, las constantes de disociación para los estados 
cerrados, K1 y K2, están en el rango micromolar, mientras las constantes de 
disociación para los estados cerrados, J1 y J2, se estiman estar en el rango nanomolar 
(Jackson, 1989; Ohno y col., 1996). En consecuencia, las consideraciones 
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mecanicistas predicen que debería producirse un marcado cambio conformacional del 
sitio de unión entre los estados abiertos y cerrados del canal.  
El mecanismo descrito anteriormente, presentan la unión del agonista y la activación 
como acontecimientos independientes y consecutivos, y lo que es más importante, 
supone que la transición entre el estado cerrado al abierto ocurre en un solo paso. 
Descubrimientos recientes sobre las propiedades de canal único del receptor de 
glicina heteromérico  α1β (que presenta una gran homología con el nAChR), sugieren 
que la activación puede dividirse en dos pasos: un estado “flip” y un estado abierto 
(Fig. 7). Tal y como se ha descrito para la transición alostérica de las enzimas (Wyman 
y Allen, 1951), la reacción de “flipping” es la transición del canal desde el estado 
cerrado a un estado preactivo, no conductivo (todavía cerrado) que precedería al 
estado abierto (Burzomato y col., 2004). Este cambio conformacional confiere una 
mayor afinidad por el ligando y se incrementa linealmente con el número de ligandos 
unidos. Desde un punto de vista estructural, tal incremento es posible solo si el cambio 
conformacional al estado pre-abierto incrementa la accesibilidad del agonista a su sitio 
de unión, dando lugar a la unión de más moléculas al sitio de unión y, por 
consiguiente, una mayor afinidad (Beato y col., 2004; Burzomato y col., 2004). Parece 
ser que los nAChRs también presentan este mecanismo “flip” o de transición (Lape y 
col., 2008) y está por ver si otros RAL exhiben el mismo comportamiento o uno similar.  
 
 
 
 
 
 
Fig. 7. Activación del receptor de glicina por un agonista total o parcial. En la figura se muestra el 
paso del estado de reposo al estado activo a través del estado preactivo, tras la unión del agonista al 
receptor. Las cinéticas de activación para el receptor de glicina difieren en gran medida en el primer paso, 
de reposo a preactivo. Ante la unión del agonista parcial taurina, el receptor tarda mucho más tiempo (ver 
valor absoluto de su vida  media y porcentaje) en pasar al estado preactivo que con la unión de glicina 
(arriba). Una vez en el estado preactivo, independientemente del agonista, el receptor pasa rápidamente 
al estado activo. La probabilidad de apertura frente a la de vuelta al estado de reposo es muy alta (96%). 
Adaptado de Lape y col., 2008. 
 
Sin embargo, en ninguno de los esquemas presentados anteriormente se incluye la 
desensibilización, estado del receptor en el que se muestra insensible a 
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concentraciones crecientes de ACh y el canal permanece cerrado en presencia 
continuada de él.  
La desensibilización de los receptores nicotínicos fue caracterizada por primera vez en 
los de tipo muscular en 1957 (Katz y col., 1957). Se trata de una propiedad intrínseca 
del canal (Ochoa y col., 1989), aunque en condiciones fisiológicas es modulada por 
procesos celulares como la fosforilación (Huganir y col., 1986) o por la presencia de 
compuestos como la sustancia P, co-liberada junto con las catecolaminas (Role, 1984; 
Zhou y col., 1990). Algunas de sus características más importantes son: 1) se 
desarrolla de forma tiempo-dependiente y dosis-dependiente con respecto a la 
exposición al agonista; 2) la rapidez con que un nAChR se recupera de la 
desensibilización varía en función del agonista; 3) potencialmente, pero no 
necesariamente (sobre todo tras una exposición crónica al agonista), es 
completamente reversible; 4) la composición en subunidades del nAChR influye en sus 
características de desensibilización (p. ej: los nAChRs que contienen la subunidad α7 
son los que se desensibilizan más rápidamente, en ms, frente a los nAChRs que no 
contienen α7, que lo hacen en s) (Giniatullin y col., 2005). 
Este fenómeno no está esclarecido aún y su papel en la transmisión sináptica es 
incierto. En cuanto a las implicaciones fisiológicas o patológicas de la desensibilización 
de los nAChRs, se conocen algunas de ellas, pero quedan aún muchas por esclarecer. 
Se pueden consultar más información sobre estas implicaciones en las revisiones de 
(Quick y col., 2002) y (Giniatullin y col., 2005). 
Las estructuras que unen el sitio de unión al canal comienzan a descubrirse ahora. 
Una gran variedad de estudios indican que hay múltiples estructuras que acoplan la 
unión del agonista con la apertura del canal (Sine y col., 2006). En el nAChR muscular, 
el paso inicial se inicia en una tríada de residuos localizados cerca 
del sitio de unión: αTyr 190 y αAsp 200 dentro del lazo C que 
unen las hojas-β 9 y 10, y una αLys 145 en la hoja-β 7 
(Mukhtasimova y col., 2005) (Fig. 8). Una vez que el agonista se 
une, el lazo C se inclina hacia el interior cubriendo al agonista 
(Celie y col., 2004; Gao y col., 2005; Hansen y col., 2005), 
probablemente causando un reordenamiento de las hojas β-7, 9 y 
10. Esta triada de residuos se conserva en todos los nAChRs, 
pero diverge en otros receptores de las superfamilia con lazo Cys, 
sugiriendo que cada tipo de receptor de este grupo puede tener 
una diferente triada de residuos implicados en la activación del 
primer paso. Además, la triada dentro de la familia de los nAChRs 
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puede manifestar ligeras diferencias en sus efectos (Horenstein y col., 2007). Los 
cambios conformacionales inducidos por la unión del agonista se propagan a lo largo 
de las interfases de la proteina, lo que activa una segunda secuencia de 
acontecimientos mediados por αArg en la hoja-β 10, αGlu situada dentro de la 
secuencia de aminoácidos que enlaza las hojas β-1 y 2, y una Pro conservada en la 
secuencia de aminoácidos que une los dominios M2 y M3 (Kash y col., 2003; Lyford y 
col., 2003; Bouzat y col., 2004; Chakrapani y col., 2004; Lee y col., 2005). Se acepta 
que esta segunda estructura es la principal ruta de acoplamento y su localización 
sugiere que es el principal activador de la compuerta del dominio M2 para que se 
produzca el flujo iónico (Lee y col., 2005). Una tercera estructura implicada en la 
activación del canal son una serie de aminoácidos hidrofóbicos localizados cerca del 
sitio de unión; sin embargo, esta estructura solo está presente en el nAChR muscular.  
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8. Representación en cintas del dominio N-terminal del nAChR (izquierda) y de la subunidad 
α1 de Torpedo (derecha). En la figura de la izquierda se observa la posición del lazo Cys, visto desde 
arriba, antes y después de la unión de ACh. En ausencia de la ACh el lazo Cys (rojo) apunta hacia fuera; 
tras la unión de la molécula, el lazo Cys (azul) se mueve hacia el eje de simetría del canal del receptor 
comenzando la apertura del canal. En la figura de la derecha se representa la vista lateral de la subunidad  
α1 del nAChR de Torpedo. Los lazos A, B y C implicados en la unión de la ACh se indican en la parte 
derecha de la figura. Tras la unión del ligando, estos tres lazos transmiten la señal de activación a la 
región transmembrana (M1-M4) a través de las hojas β1−β2,  β8− β9, β10 y lazo Cys. (Adaptado de 
Hansen y col., 2005). 
 
1.5.1.-Segundo dominio transmembrana, M2 
Tras la clonación de las subunidades de los receptores con lazo Cys, se asignó al 
dominio M2 un papel principal en la formación del poro conductor del flujo iónico. Se 
realizaron estudios usando quimeras formadas por subunidades del receptor del pez 
Torpedo y la subunidad δ del nAChR bovino que revelaron que el dominio M2 y la 
secuencia que une a los dominios M2 y M3 determinan la tasa del flujo iónico a través 
del nAChR α1β1γδ (Imoto y col., 1988). Además, se observó que la afinidad de 
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bloqueadores voltaje dependientes podía verse afectada por mutaciones en el dominio 
M2 del nAChR (Leonard y col., 1988) y que cuando se mutaban aminoácidos polares 
de la secuencia enlazante M2-M3 la conductancia del canal cambiaba (Imoto y col., 
1988). Posteriormente, se confirmó que las mismas propiedades del dominio M2 se 
conservaban en otros receptores con lazo Cys (Xu y col., 1993; Akabas y col., 1994; 
Xu y col., 1996; Reeves y col., 2001). Generalmente, cada tres aminoácidos del 
dominio M2 es hidrofílico y se localiza en el giro de una hélice-α (Unwin, 2005). Estos 
datos apuntan a que la estructura en hélice-α del dominio M2 deja a todos los residuos 
hidrofílicos en el mismo lado de la hélice, la luz del poro iónico. 
La secuencia de aminoácidos del dominio M2 y de las regiones que lo flanquean de 
distintas subunidades de la superfamilia de receptores con lazo Cys se representan en 
la figura 9. Se revela como se conservan algunos residuos entre distintos tipos de 
receptores. El residuo Leu en posición 9’ (de acuerdo con la numeración de (Miller, 
1989) es el único aminoácido conservado en todos los receptores con lazo Cys (con 
excepción del 5HT3B que posee una Val en esa posición) y se considera como una 
característica de esta clase de receptores. Otras posiciones también contienen 
aminoácidos con propiedades conservadas. Así, la posición 5’ posee residuos 
hidrofóbicos como Ile o Val, la posición 6’ y 12’ poseen aminoácidos polares como Ser 
y Thr, mientras que en las posiciones -5’ y 0’ se localizan residuos con carga negativa 
y positiva, respectivamente. Dentro de cada familia de receptores, el dominio M2 está 
muy conservado lo que indica que es determinante para el tipo de flujo iónico que pasa 
a su través. Así, se ha observado que curiosamente la mayoría de los canales 
selectivos a cationes tienen un aminoácido menos en la secuencia enlazante M1-M2 
que sus homólogos aniónicos. 
El dominio M2 forma el poro por el cual debe discurrir el flujo iónico al mismo tiempo 
que debe discriminar los iones que pasan a su través. La estructura en hélices-α del 
dominio M2 sugiere que solo uno o dos tipos de cadenas laterales de los aminoácidos 
componen el canal (Unwin, 2005). Los nAChRs son canales catiónicos y discriminan 
escasamente entre cationes monovalentes (Huang y col., 1978; Cohen y col., 1992; 
Bertrand y col., 1993). También, en el nAChR se observa conductancia para el ión 
calcio, en especial en el subtipo α7 (Bertrand y col., 1993) pero la mayor parte del flujo 
iónico in vivo se lleva a cabo por iones sodio y potasio. Se ha estimado el diámetro de 
la parte más estrecha del poro iónico de los nAChRs., siendo de aproximadamente 3 
Å. La unión del ligando al receptor provoca los cambios conformacionales descritos en 
apartados anteriores, que incrementan el diámetro a 8Å (Albuquerque y col., 2009) 
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Fig. 9. Alineamiento de las secuencias enlazantes de M1-M2 y del dominio M2 de distintos tipos de 
subunidades de la superfamilia de receptores con lazo Cys. Todas las secuencias pertenecen a 
receptores humanos. Los anillos cargados aparecen marcados mediante flechas y la numeración se ha 
realizado de acuerdo a Miller (1989). El anillo intermedio implicado en la selectividad iónica se muestra en 
gris. Adaptado de (Jensen y col., 2005). 
 
Los primeros estudios dirigidos a la identificación de los aminoácidos implicados en la 
selectividad iónica del canal se llevaron a cabo en el nAChR de Torpedo (Imoto y col., 
1988). Se identificaron tres agrupaciones de residuos cargados negativamente en el 
dominio transmembrana M2 que formaban tres anillos aniónicos, constituyendo los 
principales elementos que determinan la conductancia del nAChR. Estos anillos se 
denominaron extracelular (20’), intermedio (-1’) y citoplásmico (-5’), tal y como se 
representa en la figura 10. Además, se observó que el anillo intermedio constituía un 
estrechamiento en el canal. Estudios sobre el papel de este anillo demostraron que las 
cadenas laterales de los aminoácidos que lo forman entran en contacto estrecho con 
los cationes que fluyen a través del poro, por lo que posiblemente constituya un filtro 
selectivo (Konno y col., 1991). 
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Fig. 10. Representación del poro iónico de los receptores con lazo Cys. (A) Vista lateral esquemática 
del canal del receptor. Dos de las cinco subunidades se representan para mostrar el poro del canal 
inmerso en la membrana plasmática. Todas las subunidades de las superfamilia de receptores con lazo 
Cys comparten la misma topología transmembrana y una secuencia de aminoácidos similar. El dominio 
M2 forma el poro del canal. (B) Vista de la posición de los aminoácidos que forman la pared del poro (-1’ a 
20’). La numeración se realiza respecto a la posición considerada como el primer residuo del dominio M2. 
Los residuos numerados de -1 a -5 forman parte del lazo que conecta los dominios M1 y M2 (Paas y col., 
2005). 
 
Posteriormente, se demostró que en el nAChR αβγδ los aminoácidos en posición 2’ 
también estaban implicados en el estrechamiento del poro iónico (Imoto y col., 1991; 
Villarroel y col., 1991). Este anillo se localiza a 0,8 vueltas del anillo intermedio y se 
denomina anillo polar ya que los aminoácidos Thr y Ser ocupan a menudo esta 
posición. Mutaciones de los residuos polares en la posición 2’ a Val redujeron la 
conductancia a nivel de canal único del nAChR (Imoto y col., 1991) y se observó una 
relación inversa entre el tamaño de la cadena lateral del residuo introducido y los 
niveles de conductividad del canal. Estudios realizados en el nAChR muscular de rata 
confirmaron la importancia del anillo polar, ya que se observaron claros cambios en la 
conductancia de distintos iones alcalinos con las mutaciones realizadas en la posición 
2’ (Villarroel y col., 1991; Villarroel y col., 1992). Sin embargo, las mutaciones 
realizadas en otras posiciones del dominio M2 no mostraron cambios significativos a 
nivel de conductancia, sugiriendo que debía existir un diámetro más ancho en las 
posiciones 4’, 6’, 10’ y 12’ (Imoto y col., 1991). Todos estos resultados sugieren que 
los residuos polares en posición 2’ del canal de nAChR participan en la deshidratación 
de los cationes al proporcionar un grupo polar como sustituto de las moléculas de 
agua que impregnan al catión (Imoto, 1993). 
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1.5.2.-Efecto de la mutación de residuos en el dominio M2 
De todos los residuos del dominio M2, la leucina en la posición 9’ es el residuo más 
conservado a lo largo de la superfamilia de receptores con lazo Cys. Se ha sugerido 
que L9’ funciona como una compuerta del canal a través de la asociación con otra L9’, 
formando un estrechamiento durante el estado cerrado del canal (Unwin, 1995). La 
unión del agonista al receptor induce cambios conformacionales que desfavorecen la 
formación del anillo, y la interrupción de este crea la configuración de canal abierto del 
poro. Por otro lado, Changeux y colaboradores (Revah y col., 1991; Bertrand y col., 
1992) han propuesto que L9’ de cada subunidad se mueve hacia el lumen del canal 
durante la desensibilización del receptor para ocluir el poro. Esta hipótesis se basa en 
los resultados obtenidos en los estudios sobre el nAChR α7 homomérico donde la L9’ 
fue sustituida por un residuo de treonina. Esta sustitución reduce notablemente la 
velocidad de desensibilización del receptor y desplaza la curva concentración-
respuesta de la ACh hacia menores concentraciones de agonista, además de 
observarse un estado de conductancia adicional del canal mutado, pero no en los 
receptores silvestres. Estos cambios se atribuyeron a que la treonina convertiría el 
estado desensibilizado normalmente no conductor en uno conductor. 
Otros estudios sobre el nAChR muscular arrojaron luz sobre los efectos de la mutación 
L9 ‘a treonina. Un efecto importante de esta sustitución es la de estabilizar el estado 
abierto del canal mediante la disminución de la velocidad de cierre del mismo (Filatov y 
col., 1995). Esta estabilización desplaza la curva concentración-respuesta de Ach 
hacia concentraciones más bajas de agonista al favorecer el equilibrio abierto/cerrado 
hacia el estado abierto. La disminución de la tasa de desensibilización fue resultado de 
la estabilización del estado abierto. Como ya se ha comentado, según el modelo de 
Unwin L9’ mantendría el canal cerrado por medio de interacciones leucina-leucina de 
subunidades distintas. Así, la mutación L9’ a treonina probablemente debilite dichas 
interacciones que estabilizan el estado abierto del canal. Además, Kosolapov y 
colaboradores (Kosolapov y col., 2000) demostraron que cuando el canal se abre, las 
leucinas se mueven en un entorno poco polar, de manera que el tiempo de residencia 
en esta posición, y por tanto el tiempo en que el canal permanece abierto, depende de 
la polaridad del aminoácido. La sustitución por la treonina polar estabiliza este tipo de 
interacción, lo que conduce a un estado abierto de mayor duración que el observado 
en el canal silvestre (Filatov y col., 1995). 
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1.6.-RECEPTORES NICOTÍNICOS NEURONALES 
A pesar del amplio trabajo realizado sobre la unión neuromuscular de vertebrados y de 
toda la información obtenida de la estructura de los nAChRs mediante el estudio del 
receptor de Torpedo y de la AChBP, aún se desconoce mucho sobre la composición 
de subunidades, ensamblaje y función de los receptores nicotínicos neuronales. No 
obstante, durante los últimos años la aplicación de técnicas moleculares, fisiológicas e 
inmunológicas ha demostrado ser muy útil en el estudio de estos receptores en el 
sistema nervioso central y periférico. Además, la posible implicación del nAChR 
neuronal en un número de condiciones patológicas y su papel en la analgesia, la 
sensación de dolor y neuroprotección (Paterson y col., 2000) han aumentado el interés 
de muchos laboratorios en estudiar estos receptores. 
Los conocimientos obtenidos a partir del estudio de los nAChRs musculares y el uso 
de nuevas técnicas condujo a la identificación y clonación de los genes que codifican 
subunidades nicotínicos neuronales y a la purificación de receptores nativos (Sargent, 
1993; McGehee y col., 1995; Corringer y col., 2000). Los estudios previos a la 
identificación de las subunidades ya mostraban que los receptores eran muy diversos 
y que no podían compararse con el receptor de tipo muscular a pesar de que algunas 
de sus propiedades eran similares, como su selectividad iónica, la estructura 
pentamérica y las propiedades de activación periódica (Sargent, 1993). La primera 
evidencia farmacológica que mostró una diferencia entre los nAChRs neuronales y el 
subtipo muscular se presentó en el trabajo realizado por (Paton y col., 1949), donde 
observaron diferencias en la sensibilidad de estos tejidos para el antagonista 
decametonio. En estos primeros estudios también se vio que agonistas tales como 
ACh o la nicotina podían unirse a ambos tipos de receptores, sin embargo la ACh era 
menos eficaz que la suberildicolina en el tipo muscular y el DMPP 
(dimetilfenilpiperazinio) era un agonista selectivo de los nAChR neuronales. Sin 
embargo, el uso de la α-bungarotoxina, un bloqueador competitivo con alta afinidad 
para el nAChR muscular, demostró ser ineficaz para el aislamiento de los receptores 
neuronales ya que la toxina era incapaz de unirse a nAChRs autonómos (Romano y 
col., 1980; Sargent, 1993; McGehee y col., 1995; Corringer y col., 2000). 
La primera clonación de una subunidad nicotínica neuronal se realizó a finales de los 
años 80 (Boulter y col., 1986); en los años siguientes la tecnología del ADN 
recombinante condujo a la identificación de todos los genes conocidos hoy (Couturier y 
col., 1990b; Anand y col., 1992; Chini y col., 1992; Raimondi y col., 1992; Sargent, 
1993; McGehee y col., 1995). Doce subunidades neuronales diferentes se han 
identificado en vertebrados hasta ahora (α2-α10 y β2-β4) y todos ellos se parecen a 
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las subunidades musculares en su secuencia de aminoácidos y estructura secundaria; 
las subunidades α contienen las dos cisteínas adyacentes características de la 
superfamilia y que forman un enlace disulfuro en el extremo N-terminal, mientras que 
las subunidades β (o no-α, tal como aparecen a veces en la literatura) no las poseen. 
Las subunidades están amplia y diferencialmente distribuidas en el sistema nervioso 
central y periférico (SNC y SNP); así por ejemplo, las subunidades α3 y β4 se 
encuentran principalmente en el SNP, incluyendo células cromafines suprarrenales y 
ganglios autónomos, y otras subunidades como las α4 y β2 son más abundantes en el 
SNC. 
Desde la clonación de los genes, se ha realizado un gran esfuerzo en definir la 
composición de los receptores nativos en las neuronas. Un método ampliamente 
utilizado consiste en expresar combinaciones de subunidades clonadas en sistemas 
de expresión heterólogos (ovocitos de Xenopus y líneas celulares de mamíferos) para 
estudiar las propiedades en términos de composición de subunidades, estequiometría, 
fisiología y farmacología de los receptores formados y comparar los resultados con los 
obtenidos a partir de los sistemas nativos. Este tipo de estudios han establecido 
algunas "reglas" sobre el ensamblaje de las subunidades que ayudaron a limitar el 
gran número teórico de los subtipos de nAChR neuronales que pudieran existir in vivo 
(ver Fig. 11). Así por ejemplo, las subunidades α7, α8 y α9 forman receptores 
homoméricos funcionales cuando se expresan en ovocitos de Xenopus (Couturier y 
col., 1990a; Elgoyhen y col., 1994); las subunidades α2, α3, α4 o α6 necesitan ser 
coexpresadas bien con una subunidad β2 o con una β4 (McGehee y col., 1995); la 
subunidad α6 también puede formar receptores funcionales si se coexpresa con las 
subunidades α3 y β4 a la vez (Fucile y col., 1998). Las subunidades α5 y β3 sólo 
pueden formar receptores funcionales cuando se expresan como tripletes con una α y 
con una subunidad β a la vez: α5 se puede combinar con α4β2, α3β2 o α3β4 
(Ramirez-Latorre y col., 1996; Wang y col., 1996; Sivilotti y col., 1997; Groot-Kormelink 
y col., 2001) y β3 con α3β4 (Groot-Kormelink y col., 1998; Boorman y col., 2000). Por 
último, la subunidad α10 más recientemente identificada, es incapaz de formar 
receptores homoméricos por sí misma, produciendo receptores funcionales cuando se 
coexpresa con la subunidad α9 (Elgoyhen y col., 2001; Sgard y col., 2002; Baker y 
col., 2004). Además, gracias a nuevas aproximaciones y técnicas de biología 
molecular aplicados a los sistemas de expresión heteróloga, como son la utilización de 
subunidades del nAChR con la mutación reportera L9’T insertada en el dominio M2, la 
coinyección de subunidades en una proporción extrema y el uso de concatémeros de 
las subunidades en un orden predefinido, se ha llegado a determinar posibles 
estequiometrías alternativas de varios subtipos de nAChRs, como es el caso de los 
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receptores α4β2 y α3β4 (Moroni y col., 2006; Carbone y col., 2009; Krashia y col., 
2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 11 Expresión de receptores nicotínicos recombinantes en ovocitos de Xenopus: algunas 
reglas de ensamblaje. (A) Receptores homoméricos funcionales se pueden reproducir mediante la 
expresión de subunidades α7, α8 o α9 aisladas. (B) Receptores heteroméricos con dos subunidades 
distintas que se pueden formar mediante la co-expresión  de subunidades α2, α3, α4 o α6 con 
subunidades β2 o β4. (C) Receptores heteroméricos con tres subunidades distintas que se pueden formar 
si las subunidades α6 o β3 se coexpresan con los receptores α3β4, o si la subunidad α5 se combina con 
los receptores α4β2, α3β2 o α3β4. 
 
Sin embargo, se ha sugerido que la capacidad de combinación entre la subunidades 
examinadas sea más permisiva in vivo que en sistemas de expresión heteróloga, sin 
descartar la existencia de otras subunidades del receptor nicotínico neuronal no 
identificadas, ya que en pocos casos existe una correlación entre las propiedades 
farmacológicas y electrofisiológicas de los receptores expresados heterólogamente de 
las registradas in vivo. Dependiendo de la combinación de subunidades, el receptor 
formado puede cambiar tanto su afinidad por ciertos fármacos y algunos de sus 
parámetros electrofisiológicos, como presentar propiedades nuevas. En apartados 
posteriores se presentarán las posibilidades estequiométricas de los nAChRs 
neuronales de mamífero resultantes de la combinación de distintas técnicas 
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1.6.1.-Evolución de las subunidades nicotínicas 
La secuenciación de los genes que codifican los receptores nicotínicos reveló un alto 
grado de diversidad; los nAChRs, tanto de tipo muscular como neuronal, están 
ampliamente distribuidos en todo el reino animal, desde nematodos a mamíferos. En 
los vertebrados las subunidades se pueden dividir en cuatro subclases filogenéticas 
distintas basándose en su secuencia, semejanza y estructura de los genes (Fig. 12).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 12. El árbol filogenético de las subunidades nicotínicas. Todas las subunidades identificadas 
hasta ahora se pueden clasificar en cuatro subclases según la homología de sus secuencias y su 
semejanza estructural (Cordero-Erausquin y col., 2000). La subunidad α10 no mostrada en la figura, 
pertenecería a la subfamilia I, junto con la subunidad α9 (Le Novere y col., 2002). 
 
Arbol filogenético Tribus       Sub- 
      familias 
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El gran número de genes existentes actualmente es producto de una serie de 
duplicaciones del genoma que comenzó hace más de 500 millones de años, con el 
inicio de evolución de los vertebrados (Le Novere y col., 2002) y de duplicaciones más 
recientes (400 millones de años) que dieron lugar a las subunidades neuronales y 
musculares actuales, y se estabilizaron con la aparición de los tetrápodos. Durante ese 
período se perdieron genes en algunas clases de vertebrados: por ejemplo la 
subunidad α8, que está presente en las aves pero no en los mamíferos, y la subunidad 
muscular ε que está ausente en aves. 
Comparadas con otras subunidades nicotínicas, las subunidades α7, α8 y α9 parecen 
ser las más primitivas (Ortells y col., 1995), junto con la subunidad α10. Estas se 
separaron más tempranamente durante la evolución lo que puede explicar su 
capacidad para formar receptores homoméricos (α7, α8 y α9) y heteroméricos entre sí 
(α7 con α8; α9 y α10) cuando se expresan en ovocitos de Xenopus (Couturier y col., 
1990a; Le Novere y col., 2002). Estos receptores se parecen a los de tipo 5-HT3 
(también homoméricos), de aparición anterior y es muy probable que todos ellos 
compartan el mismo ancestro. 
Seguida a la aparición de las subunidades α7, α8, α9 y α10 evolucionaron las 
subunidades β que carecen del par de cisteínas adyacentes y el resto de las 
subunidades α. La pérdida del par de cisteínas podría haberse producido tras la 
duplicación del ancestro común seguida de una mutación en uno de los dos genes y la 
evolución independiente de los genes α y no-α. La semejanza en la secuencia de 
aminoácidos de las subunidades α5 y β3 y la evidencia de que pueden formar 
receptores funcionales en ovocitos sólo cuando se expresan como tripletes muestran 
que están estrechamente relacionadas. Es probable que la subunidad β3 evolucionara 
de la misma manera que las otras subunidades β, tras la duplicación de un ancestro 
común α5-β3 que era también una subunidad α. Parece ser que tanto las subunidades 
α y β (con la excepción de β3) evolucionaron en la misma época de forma 
independiente en los subtipos musculares y neuronales, de acuerdo con Ortells y Lunt 
(1995). Desde entonces las subunidades musculares y neuronales han continuado 
evolucionando de forma independiente y, aunque la evolución es lenta, es lógico 
asumir que cada una ha sido objeto de selección natural (Le Novere y col., 2002). 
1.7.-Subtipos, distribución y posibilidades estequiométricas de los 
nAChRs neuronales nativos. 
Como su propio nombre indica, los receptores nicotínicos neuronales aparecen 
localizados en células del sistema nervioso. Los receptores presentes en tejidos 
neuronales están principalmente localizados en sitios presinápticos o preterminales, 
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donde modulan la liberación de neurotransmisores (McGehee y col., 1995), y también 
en el soma neuronal o en las dendritas, donde median efectos postsinápticos como la 
despolarización (Frazier y col., 1996; Zhang y col., 1996; Conroy y col., 1999). Existe 
una opinión generalizada de que la localización presináptica es la más relevante desde 
un punto de vista fisiológico (Sher y col., 2004; Jensen y col., 2005). 
En un esfuerzo por dilucidar qué combinaciones se expresan en el organismo y cual 
es su distribución, se han utilizado estrategias basadas en técnicas de hibridación in 
situ y RT-PCRs para determinar las regiones anatómicas en las que existe una co-
localización de los transcritos de varias subunidades. De manera adicional, las 
técnicas de unión de radioligandos, de inmunopurificación y co-inmunoprecipitación, 
unidas a la generación de ratones “knockout” y transgénicos para distintos nAChRs 
han sido útiles para identificar interacciones entre subunidades y los patrones de 
distribución de los distintos subtipos de receptores nicotínicos en mamíferos (Gotti y 
col., 2006b) (ver Fig. 13). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 13. Distribución regional de los principales subtipos del nAChR en el SNC de roedores. Los 
subtipos presentes en el córtex, cerebelo, hipocampo, núcleo interpeduncular, habénula media y glándula 
pineal han sido identificados por estudios de unión, inmunoprecipitación, y/o inmunopurificación en tejidos 
de rata y/o ratones controles y/o “knockout”. Los subtipos presentes en la amígdala, hipotálamo, locus 
coeruleus, bulbo olfatorio, núcleo del rafe, médula espinal, sustancia nigra, área tegmental ventral y 
tálamo han sido deducidos por hibridación in situ, PCR en célula única y estudios de unión en tejidos 
obtenidos de rata y/o ratón controles y/o “knockout” (Gotti y col., 2006). 
 
En cerebro, principalmente se localizan receptores heteroméricos que contienen solo 
un tipo de subunidad α y otro tipo de subunidad β, aunque también se encuentran 
receptores α7 homoméricos (Gotti y col., 2004; Albuquerque y col., 2009). De los 
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primeros, el subtipo más abundante y ampliamente distribuido es el α4β2, mientras 
que el receptor α3β4 se restringe a determinados grupos celulares. En el cerebro del 
primate Macaca mulatta, la amplia distribución de la subunidad α2 es comparable a la 
de α4 (Han y col., 2000), lo que contrasta con lo que sucede en roedores (Han y col., 
2000; Han y col., 2003; Moretti y col., 2004; Grady y col., 2009).  
A continuación, se enumeran algunas características de las subunidades que forman 
los receptores nicotínicos neuronales, clasificados en dos grupos dependiendo de su 
capacidad de unión a α-bungarotoxina. 
• Receptores que no unen α-bungarotoxina 
El receptor α4β2  
Las subunidades α4 y β2 representan el 90% de los nAChRs de alta afinidad por 
nicotina en el cerebro de los mamíferos (Whiting y col., 1991; Gotti y col., 2006b) y 
presentan una co-localización casi coincidente. Se encuentran en la corteza, bulbo 
olfatorio, hipocampo, habénula media, tálamo, hipotálamo, amígdala, cuerpo estriado, 
núcleo interpenduncular, sustancia negra, área tegmental ventral, cerebelo, médula 
espinal y en el núcleo del rafe. Además, existen múltiples subtipos de este receptor 
puesto que puede incorporar otras subunidades adicionales como la α5 en la corteza, 
hipocampo, tálamo, cuerpo estriado, sustancia negra, área tegmental ventral y la vía 
visual (retina, núcleo lateral geniculado y colículo superior) (Ramirez-Latorre y col., 
1996; Brown y col., 2007). El receptor α4β2* contiene la subunidad α6 en el cuerpo 
estriado de la rata (Zoli y col., 2002) y en la vía visual, representando el 40-60% de 
todos los receptores α6*. Por el contrario, tanto las subunidad α4 como la β2 se 
expresan escasamente en el SNP.  
Los receptores α3β4 y α3β2 
La subunidad α3 forma parte de numerosos tipos de receptores (α3β2* y α3β4*) 
principalmente en el SNP pero también en el SNC (Whiteaker y col., 2002). El receptor 
periférico (ganglionar) por excelencia es el α3β4 aunque se encuentra también en la 
habénula media, núcleo interpeduncular, médula espinal, glándula pineal (Hernandez y 
col., 2004) y la retina (Marritt y col., 2005). Puede incluir la subunidad α5 (Wang y col., 
1996) que incrementa la permeabilidad al calcio, la afinidad por los agonistas y la 
desensibilización. Por ejemplo, en el ganglio ciliar de pollo se ha detectado la 
expresión de las subunidades α3, β4 y α5 en un mismo receptor (Conroy y col., 1995), 
incorporando también la subunidad β2; y se ha determinado la expresión de las 
subunidades α3, β4 y α5 en células cromafines (Criado y col., 1992; Campos-Caro y 
col., 1997) y en células PC12 (Boulter y col., 1990; Couturier y col., 1990b; Rogers y 
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col., 1992; Corriveau y col., 1993; Mandelzys y col., 1994). También pueden incluir la 
subunidad β3 (núcleo interpeduncular y habénula media).  
El receptor α3β2 se encuentra en la médula espinal pero puede incluir otras 
subunidades en su estructura (α3β2*) en la habénula media, el cerebelo, la médula 
espinal, en la vía visual y en el ganglio cervical superior (Millar y col., 2009). 
Los receptores α2β2 
La subunidad α2 muestra una expresión diferencial dentro del SNC, de acuerdo a los 
experimentos de hibridación in situ realizados en algunas especies. En roedores, la 
localización de esta subunidad se ha observado en el núcleo interpeduncular (Wada y 
col., 1989). Los estudios realizados en cerebro de mono revelan una amplia expresión 
en estructuras como el tálamo, la glándula pineal y el hipocampo (Han y col., 2000). 
Los resultados obtenidos en pollo muestran elevados niveles de expresión en el 
núcleo lateral espiciforme (Daubas y col., 1990) y en la habénula (Brussaard y col., 
1994). En el lóbulo óptico de esta especie, se ha identificado a la subunidad α2 
formando parte de receptores α2β2α5 (Balestra y col., 2000). 
Los receptores α6* 
La subunidad α6 posee una distribución restringida en áreas del SNC. Parece ser que 
los receptores α6* se concentran en neuronas catecolaminérgicas (Le Novere y col., 
1996; Goldner y col., 1997) de determinadas áreas cerebrales como el área tegmental 
ventral (α6β2*, α6β2β3*, α4α6β2β3), locus coeruleus (α6β2β3) (Zoli y col., 2002; 
Moretti y col., 2004; Salminen y col., 2007) y retina (α6β2, Moretti y col., 2004; 
α6β2β3*, α6β3β4, α6β4, (Vailati y col., 1999). En la vía mesoestriatal y visual de los 
roedeores, los receptores α4α6β2β3 representan más de la mitad de todos los 
receptores α6* y presentan diferente afinidad y sensibilidad frente al antagonista α-Ctx-
MII (Zoli y col., 2002). La presencia de estos receptores en el estriado está conservada 
entre especies (roedores y primates) aunque con algunas diferencias en la 
composición (Gotti y col., 2006ª; Bordia y col., 2007). Los receptores α6* de la retina 
de mamíferos solo se asocian prácticamente con la subunidad β2 (Moretti y col., 2004; 
Marritt y col., 2005), mientras que en la retina de pollo adulto los receptores α6* 
presentan la subunidad β4 (Vailati y col., 1999). 
Las subunidades α5 y β3 
La subunidad α5 parece comportarse como una subunidad β dentro del receptor del 
que forma parte. De hecho, la estequiometría del receptor α3β4α5 podría ser de 
α3(2):β4(2):α5(1), donde ésta última actuaría como una subunidad β más (Groot-
Kormelink y col., 2001). Aunque su expresión es tenue en el SNC, se trata de la 
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subunidad nicotínica que presenta una mayor distribución en tejidos no neuronales, 
siendo máxima a lo largo de todo el tubo digestivo, en el timo y en los testículos (Flora 
y col., 2000ª; Flora y col., 2000b). Esta subunidad también se ha identificado en 
timocitos y queratinocitos (Mihovilovic y col., 1993; Grando y col., 1996), habiéndose 
demostrado en el último caso la presencia de receptores nicotínicos funcionales. 
La subunidad β3 se consideró una subunidad huérfana (como ocurrió con la 
subunidad α6) hasta la co-transfección del ADNc de β3 con α4, β2 y β4 en cultivos de 
células COS (Forsayeth y col., 1997). Al igual que α5, se presenta en una sola copia 
en el receptor α3β4β3 (Boorman y col., 2000). En retina de pollo se asocia a dos 
poblaciones diferentes: una que contiene α6 y β4, y otra que contiene α2, α3, α4, β2 y 
β4, lo que permite muchas combinaciones posibles (Vailati y col., 2000). Por tanto, β3 
y α5 son hasta la fecha las subunidades con mayor grado de promiscuidad. En el SNC 
de mamíferos, la subunidad β3 se expresa de forma muy restringida y escasa en la 
sustancia nigra y habénula media (Deneris y col., 1989; Han y col., 2000; Quik y col., 
2000).  
• Receptores que unen α-bungarotoxina 
Las subunidades α7, α8, α9 y α10 constituyen una subfamilia de nAChRs que, al igual 
que el nAChR muscular, presentan una alta afinidad por la toxina peptídica α-
bungarotoxina (α-Bgt), componente activo del veneno de la serpiente Bulgaria 
multicinctus. De hecho, algunos receptores habían sido caracterizados previamente a 
su denominación de nicotínicos como proteínas de unión de α-Bgt dentro del SNC 
(Schoepfer y col., 1990). 
Los receptores α7* 
El receptor α7 homomérico (Couturier y col., 1990ª; Drisdel y col., 2000) es el más 
abundante en distintas localizaciones del cerebro (córtex, hipocampo, amígdala, 
hipotálamo, área tegmental ventral, núcleo interpeduncular, habénula media, glándula 
pineal) aunque se han encontrado evidencias de que la subunidad α7 puede formar 
receptores heteroméricos funcionales con otras subunidades, por ejemplo α8 en el 
sistema nervioso de pollo (Anand y col., 1993; Keyser y col., 1993; Gotti y col., 1997); 
β2 en el cerebro de rata (Murray y col., ; Khiroug y col., 2002; Azam y col., 2003; Liu y 
col., 2009); o β3  expresados heterólogamente en ovocitos de Xenopus (Palma y col., 
1996).  
El receptor α7 homomérico se caracteriza por su rápida cinética de activación e 
inactivación y por su bloqueo irreversible por α-Bgt (Couturier y col., 1990ª). Destaca 
su alta permeabilidad a calcio (Seguela y col., 1993) que lo equipara a los receptores 
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de NMDA. Regula a nivel presináptico la liberación de neurotransmisores (McGehee y 
col., 1995), y a nivel postsináptico sus características cinéticas le permite mediar una 
transmisión sináptica rápida (Zhang y col., 1996; Alkondon y col., 1998; Frazier y col., 
1998b; Chang y col., 1999). Además, se ha encontrado en localizaciones distintas al 
SNC: nivel ganglionar, linfocitos, piel y epitelio pulmonar (Garcia-Guzman y col., 1995; 
Sharma y col., 2002; Grando, 2008; Wessler y col., 2008). 
Los receptores α8* 
La subunidad α8 es el subtipo mayoritario presente en la retina de pollo, aunque 
también se expresa ampliamente en el cerebro de dicha especie. Son en estas 
regiones donde las subunidades α7 y α8 forman receptores heteroméricos, aunque 
menos representados que los receptores compuestos por cada una de las dos 
subunidades por separado (Anand y col., 1993; Keyser y col., 1993; Gotti y col., 1994; 
Gotti y col., 1997). No se han encontrado receptores ortólogos en mamíferos. 
Los receptores α9 y α9α10 
Las subunidades α9 tienen una expresión muy localizada en las células ciliadas de la 
cóclea, el epitelio vestibular, el epitelio nasal, el pars tuberalis de la hipófisis, el 
músculo de lengua, el músculo esternohioideo y en queratinocitos (Elgoyhen y col., 
1994; Zuo y col., 1999; Nguyen y col., 2000; Sgard y col., 2002). La expresión de esta 
subunidad dentro del sistema nervioso ha sido localizada en el ganglio de la raíz 
dorsal (Lips y col., 2002).  
La subunidad α10 ha sido la última en ser clonada. Se ha identificado, junto con α9, en 
el oído de mamíferos, en la hipófisis y en queratinocitos, aunque no se ha encontrado 
en la lengua. No es capaz de formar receptores homoméricos por sí sola, pudiéndose 
expresar en ovocitos de Xenopus cuando se coinyecta con α9. Por el contrario, la 
subunidad α9 forma receptores homoméricos en sistemas de expresión heteróloga, 
pero la adición de la subunidad α10 modifica las propiedades originales del receptor 
homomérico (Elgoyhen y col., 2001; Sgard y col., 2002). 
El receptor α9α10 parece estar implicado en el proceso auditivo (Elgoyhen y col., 
2001; Katz y col., 2004; Vetter y col., 2007); Katz y col., 2004; Vetter y col, 2007) y en 
la transmisión del dolor de origen inflamatorio dado que se expresa en los ganglios de 
la raíz dorsal y en linfocitos (Vincler y col., 2006). 
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1.8.-Farmacología de los nAChRs neuronales 
Gracias a las técnicas de biología molecular y de mutagénesis dirigida en combinación 
con técnicas electrofisiológicas, ha sido posible la identificación de determinados 
aminoácidos implicados en los procesos de reconocimiento de los diferentes fármacos 
existentes. Además del sitio de unión del agonista, donde también pueden unirse 
antagonistas competitivos, se han sido descritos otros sitios de unión para fármacos 
no competitivos, tanto agonistas como antagonistas, y para otras sustancias 
moduladoras (Paterson y col., 2000) (Fig. 14). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 14. Sitios de unión para diferentes ligandos (agonistas, antagonistas y moduladores) en el 
nAChR.  
La combinación de subunidades presentes en un determinado receptor no sólo 
determina su especificidad funcional, sino también un perfil farmacológico 
característico. La afinidad por un ligando agonista viene determinada por los residuos 
hidrofóbicos del componente primario, mientras que los residuos presentes en el 
componente complementario determinan la selectividad del ligando. Sin embargo, la 
inclusión de una quinta subunidad determinada también parece afectar a la 
sensibilidad frente a agonistas. Por ejemplo, los receptores con subunidades α5 
presentan bastantes diferencias respecto a los que no los contienen, en cuanto a 
propiedades del poro, sensibilidad a los agonistas y cinética de desensibilización 
(Ramirez-Latorre y col., 1996; Wang y col., 1996; Gerzanich y col., 1998; Yu y col., 
1998ª); la inclusión de la subunidad β3 en el receptor α3β4 aumenta también la 
velocidad de desensibilización (Boorman y col., 2000; Boorman y col., 2003); la 
subunidad α6 confiere propiedades farmacológicas únicas, especialmente respecto a 
la afinidad aparente y eficacia de algunos agonistas (Gerzanich y col., 1997). 
Recientemente, se ha visto en el receptor α4β2 que la inclusión de una quinta 
subunidad α4 o β2 afecta notablemente la sensibilidad a Ach y a otros agonistas 
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(Nelson y col., 2003; Moroni y col., 2006). Parece ser que la quinta subunidad tiene 
algún tipo de efecto sobre la unión de los ligandos, a pesar de no participar en los 
sitios de unión.  
1.8.1.-Agonistas de los nAChRs  
Los agonistas se definen como compuestos que se unen al sitio de unión a ACh para 
producir la activación del canal del nAChR. Generalmente son compuestos de amonio 
cargados positivamente, ya que las interacciones electrostáticas con los receptores 
favorecen compuestos con un núcleo con carga positiva (Swanson y col., 1992). Por 
homología con el nAChR de Torpedo, se cree  que los nAChRs heteroméricos poseen 
dos sitios de unión que actúan con una cooperación positiva según el modelo 
alostérico, por lo que ambos sitios deben ser ocupados por el agonista para inducir la 
apertura del canal del receptor. Para los nAChRs homoméricos, se ha pensado 
durante mucho tiempo que los agonistas debían ocupar los cinco sitios de unión 
presentes en la molécula pentamérica, sin embargo se ha demostrado mediante la 
creación de un receptor quimérico α7-5HT3A que solo se necesita la ocupación de tres 
sitios de unión para la completa activación del receptor (Rayes y col., 2009); la 
ocupación del resto de sitios solo potenciaría la sensibilidad al agonista (Rayes y col., 
2009). Los resultados obtenidos en estudios cinéticos sobre receptores 5HT3A (Solt y 
col., 2007; Corradi y col., 2009) y en receptores de glicina (Beato y col., 2004; Lape y 
col., 2008), están en concordancia con las conclusiones obtenidas para los nAChRs 
homoméricos. 
En relación con los agonistas nicotínicos disponibles actualmente (Tabla 2), la mayor 
parte se caracterizan por no poseer selectividad receptorial, es decir, son capaces de 
activar todos los subtipos de receptores nicotínicos. La aparición de nuevos 
compuestos selectivos permite conocer la implicación de un determinado subtipo de 
receptor en una determinada función fisiológica o fisiopatológica. 
De todos los agonistas identificados, los más importantes y más utilizados 
rutinariamente como sondas de nAChRs neuronales son nicotina, citosina, anatoxina y 
el potente alcaloide epibatidina. A pesar de mostrar una limitada selectividad por 
subtipos de nAChRs, existen diferencias de rango en el orden de potencias para cada 
compuesto, que depende de la combinación específica de las subunidades del 
receptor y de la especie estudiada, como se describe a continuación. 
La nicotina es un alcaloide aislado de la planta Nicotiana tabacum. Este agonista 
clásico es el más empleado para diferenciar los nAChRs de los receptores 
muscarínicos. La nicotina se une con gran afinidad a nAChR neuronales 
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heteroméricos y con menor afinidad a los nAChR musculares y neuronales 
homoméricos. El  receptor α4β2 parece mostrar la mayor sensibilidad hacia la nicotina 
(Flores y col., 1992) 
TABLA 2. Ligandos de receptores nicotínicos neuronales 
Nombre Agonista nAChR y/o 
tejido 
Nombre Antagonista nAChR y/o tejido 
5-I-A85380 no selectivos α-conotoxina MII no selectivos 
ABT-418/ABT-089 no selectivos Clorisondamina no selectivos 
Acetilcolina 
no selectivos 
Dihidro-β-eritroidina 
no selectivos 
Anabaseína no selectivos D-Tubocurarina no selectivos 
Anatoxina no selectivos Erisodina no selectivos 
Carbacol no selectivos Hexametonio no selectivos 
Dimetilfenilpiperazinio 
no selectivos 
Mecamilamina 
no selectivos 
Epibatidina no selectivos Trimetafán no selectivos 
Lobelina no selectivos α-bungarotoxina 
selectivos nAChR 
homoméricos y 
muscular 
Nicotina no selectivos n-bungarotoxina no selectivos 
4-OH-GTS-21 selectivos α7 α-conotoxina ImI selectivos α7 
AR-R17779 selectivos α7 Metilicacotinina selectivos α7 
Colina selectivos α7   
GTS-21 selectivos α7   
PNU-282987 selectivos α7   
 
La citisina es un alcaloide tóxico aislado de Cytisina laburnum. La citisina  es agonista 
para la mayoría de nAChR pero su afinidad por los receptores que contienen las 
subunidades α4 o β2 (Luetje y col., 1991; Papke y col., 1994) es aproximadamente 
100 veces más alta que para los nAChR neuronales homomérico o musculares 
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(Chavez-Noriega y col., 1997; Slater y col., 2003). En  los receptores α4β2 la citisina 
muestra una eficacia dependiente de la estequiometría, que puede ser potencialmente 
útil en el diseño de fármacos (Moroni y col., 2006). 
La anatoxina-a es un alcaloide natural producido por la cianobacteria de agua dulce 
Anabaena Flos-aquae. En el nAChR muscular se ha visto que este compuesto es casi 
ocho veces más potente que la ACh (Swanson y col., 1986). Estudios con los nAChRs 
α4β2 y α7 han demostrado que la anatoxina-a es considerablemente más potente que 
la nicotina, con una mayor acción en el receptor α4β2 que en el receptor α7 
homomérico (Thomas y col., 1993). 
La epibatidina es un alcaloide aislado de la piel de la rana ecuatoriana Epipedobates 
tricolour (Spande y col., 1992). La epibatidina es estructuralmente similar a la nicotina 
y a la ACh, y activa a todos los nAChRs con una potencia elevada, siendo máxima 
para el receptor α4β2. 
 
1.8.2.-Antagonistas competitivos de los nAChRs  
Los antagonistas competitivos (Tabla 2) son compuestos que se unen al sitio de unión 
a Ach en el nAChR, pero no producen la activación del canal del receptor. En general, 
los antagonistas competitivos son compuestos más grandes que los agonistas y más 
propensos a interactuar con una mayor área de los receptores (Swanson y col., 1992). 
Al igual que para los agonistas alcaloides, los compuestos básicos de origen vegetal 
han demostrado ser también una fuente rica de antagonistas competitivos colinérgicos. 
Obtenido a partir del arbusto Chondrodendron tomentosum, el antagonista competitivo 
clásico d-tubocurarina es uno de los componentes neurotóxicos del veneno que 
impregnan en las flechas los indígenas de América del Sur. Sus propiedades 
colinérgicas se identificaron hace casi 100 años (Chiappinelli, 1985). Este alcaloide se 
une inespecíficamente a todos los nAChRs con una sensibilidad similar en el rango 
bajo micromolar. Sin embargo, en el nAChR muscular muestra una afinidad diferencial 
para los dos sitios de unión al agonista: existe un  sitio de alta afinidad en la interfase 
formada por la subunidades α y ε o γ, y un sitio de baja afinidad en la  interfase entre 
las subunidades α y δ (Blount y col., 1989; Sine y col., 1991). 
La MLA (metilicaconitina) se aisla de las semillas de Delphinium brownie y es capaz de 
bloquear de forma específica y con gran potencia al nAChR α7 en preparaciones de 
cerebro y membrana a concentraciones nanomolares bajas (Alkondon y col., 1992). 
Sin embargo, este alcaloide también bloquea los nAChRs α3β2 y α4β2, aunque a 
concentraciones superiores a 100 nM (Eaton y col., 2003). 
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La dihidro- β-eritroidina (DhβE) es otro potente alcaloide que se une nAChRs en el 
rango nanomolar. Aislado de las semillas de la especie de Arthurian, este compuesto 
bloquea tanto nAChRs heteroméricos como homoméricos, aunque parece ser un 
antagonista más eficiente para el subtipo α4β2 (Decker y col., 1995). 
La α-Bungarotoxina, aislada del veneno de la serpiente Bungarus multicinctus, se ha 
utilizado ampliamente en la identificación y caracterización de nAChRs y en estudios 
de desplazamiento para definir nuevos compuestos nicotínicos. La α-Bgt se une a 
nAChRs del músculo esquelético y neuronales homoméricos con alta afinidad y  
especificidad; sin embargo, no bloquea ningún complejo heteromérico αβ (Chiappinelli, 
1985; McGehee y col., 1995). La n-Bugarotoxina (n-Bgt), también extraída del veneno 
de Bungarus multicinctus, es un potente bloqueador de muchos nAChRs 
heteroméricos. Bloquea a los receptores α3β2 en el rango nanomolar y a los 
receptores α4β2 en el rango micromolar. Sin embargo, las conformaciones del 
receptor que contienen la subunidad α2 parecen ser las más insensible a este 
bloqueador (Luetje y col., 1990)). 
La α-Conotoxina (α-Ctx) son pequeños péptidos neurotóxicos procedentes del veneno 
de los caracoles Conus gerographicus, C. Magus, C. Imperialis y otros. Se unen con 
alta afinidad al nAChR muscular, produciendo el bloqueo de la transmisión 
neuromuscular. Uno de estos péptidos, la α-Ctx MI se une selectivamente al sitio de 
unión de la interfase α-δ (Martinez y col., 1995; Jacobsen y col., 1999). La α-Ctx IMI 
bloquea reversiblemente al receptor α7 en el rango nanomolar, pero es incluso más 
potente en el receptor α9 (Johnson y col., 1995ª). Sin embargo, esta neurotoxina no 
tiene efecto sobre los subtipos del nAChR heteroméricos α/β. Por otro lado, la α-Ctx 
MII bloquea los receptores heteroméricos, mostrando mayor afinidad (rango 
nanomolar) para el subtipo α3β2 y menos afinidad para el subtipo muscular (Cartier y 
col., 1996; Harvey y col., 1997; McIntosh y col., 1999). 
 
1.8.3.-Moduladores alostéricos de los nAChRs  
Además de los agonistas y antagonistas competitivos, que interactúan con el sitio de 
unión a ACh, la función de nAChRs puede ser modulada positiva o negativamente por 
sustancias que se unen a un sitio dentro de la estructura pentamérica del receptor 
independiente al sitio de unión del agonista. Hay una amplia variedad de compuestos 
que modulan la función de los nAChR. De hecho, muchas sustancias endógenas 
pueden regular la función de nAChR: por ejemplo, esteroides, que principalmente 
inhiben la función del receptor (Giniatullin y col., 1999; Paradiso y col., 2003); los 
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cationes divalentes, tales como Ca2+ y Zn2+; proteínas tales como el péptido 
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) (Buisson y col., 1998; Giniatullin y 
col., 1999) o lynx1, una proteína neuronal relacionada con α-neurotoxinas, descubierta 
en el cerebro de los mamíferos (Miwa y col., 1999) y que modula la función de los 
nAChR α4β2 expresados en ovocitos cuando se aplica de forma externa (Ibanez-
Tallon y col., 2002). Sin embargo, cuando se coexpresa con nAChRs o de forma 
endógena, inhibe la respuesta nicotínica de los receptores α7 y α4β2 al potenciar la 
desensibilización (Ibanez-Tallon y col., 2002; Miwa y col., 2006). Estudios en ratones 
KO para el gen que codifica a lynx1, proponen un rol modulador directo sobre el 
nAChR, permitiendo la desensibilización para así limitar la excitabilidad celular que se 
daría en condiciones de estimulación nicotínica continua (Miwa y col., 2006).  
Los moduladores alostéricos positivos (MAPs), inducen un cambio conformacional 
aumentando la probabilidad de apertura del canal inducida por ACh y otros agonistas 
nicotínicos. Cuando se aplican solos, tienden a comportarse generalmente de una 
manera agonista con poca eficacia a dosis bajas, y como bloqueadores de canal 
abierto a dosis altas, pero potencian la activación inducida por ACh u otros agonistas, 
lo que indica que los MAPs y las moléculas agonistas pueden unirse simultáneamente 
al receptor, interactuando en sitios diferentes. 
La fisostigmina es un ejemplo bien conocido de MAP (Seerden y col., 1998). Se ha 
demostrado que el uso de fisostigmina tritiada marca el residuo Lys125 del dominio N-
terminal de la subunidad α1 del nAChR de Torpedo (Albuquerque y col., 1996), que no 
se encuentra en la proximidad del sitio de unión del neurotransmisor. Otros ejemplos 
de MAPs incluyen al inhibidor de acetilcolinesterasa (AChE), galantamina (Badio y col., 
1997; Smulders y col., 2005), el alcaloide codeína (Che y col., 2001); el 
neurotransmisor serotonina a dosis bajas (Albuquerque y col., 1996); y el 
antihelmíntico ivermectina (Krause y col., 1998)). Más recientemente, se han descrito 
las propiedades activadoras del 17β-estradiol sobre el nAChR α4β2 humano (Curtis y 
col., 2002). Para más información ver Tabla 3.  
TABLA 3. Moduladores Alostéricos Positivos de nAChRs 
 Nombre nAChR y/o tejido Referencia 
Endógenos 
Péptido derivado de AChe 
(PDAChE) 
Hipocampo (rata), α7 (humano) 
(Greenfield y col., 
2004; Zbarsky y col., 
2004) 
Albúmina Sinaptosomas (ratón), α7 (pollo) 
(Butt y col., 2002; 
Conroy y col., 2003) 
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CGRP1-4/5/6 Célula cromafín (rata) 
(Di Angelantonio y 
col., 2003) 
Estradiol α4*(humano) (Curtis y col., 2002) 
Lynx1 (in Vitro) α4β2 (pollo) Miwa y col., 1999 
SLURP-1 α7 (humano) 
(Chimienti y col., 
2003) 
Zinc (<100 µM) 
α7L247T (pollo), α2*, α3β4, 
α4*(rata), (α4)3(β2)2 
(Palma y col., 1998; 
Hsiao y col., 2001; 
Moroni y col., 2008) 
Exógenos 
 
2-amino-cetotiazoles (LY-
2087101) 
α2β4, α4β2, α4β4 y α7 (humano) (Broad y col., 2006) 
Compuesto 6 α7 (humano) (Ng y col., 2007) 
Etanol 
α2*, α3*, α4*, órgano eléctrico de 
Torpedo  
(Covernton y col., 
1997) 
Fisostigmina órgano eléctrico de Torpedo 
(Maelicke y col., 
1997) 
Galantamina 
α3β4, α4β2, α6β4 (humano) 
α7/5-HT3 (pollo) 
(Samochocki y col., 
2003) 
Genisteína1 α7 (humano) 
(Gronlien y col., 
2007) 
5-HI α7 (humano y rata) (Zwart y col., 2002) 
Ivermectina α7 (humano y pollo) Krause y col., 1998 
Levamisol α3β2, α3β4 (humano) 
(Levandoski y col., 
2003) 
Morantel 
α3β2 (rata), agonista α7 
(humano) y α1β1δε (ratón) 
(Wu y col., 2008; 
Bartos y col., 2009) 
NS-1738 α7 (humano) 
(Timmermann y col., 
2007) 
PNU120596 α7 (humano y rata) (Hurst y col., 2005) 
TQS α7 (humano) Gronlien y col., 2007 
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Codeína  Che y col., 2001 
Serotonina  
Albuquerque y col., 
1996 
1 También puede modular el receptor indirectamente por inhibición de kinasas (Akiyama y col., 1987) 
 
Los moduladores negativos son llamados inhibidores no competitivos (INC) o 
bloqueadores de canal abierto (BCA), si sus efectos requieren que el canal del 
receptor esté abierto. Inhiben el flujo iónico activado por los agonistas sin afectar la 
unión del mismo, ya sea mediante el bloqueo del poro por mecanismos estéricos, o 
actuando alostéricamente en la conformación del canal. 
Se sabe que muchas sustancias poseen, además de otras acciones farmacológicas, 
propiedades de bloqueo (Arias, 1998; Arias, 1999). Por ejemplo, las sustancias 
cargadas, tales como [(2,6-dimethylphenylcarbamoyl)metil]-trimethylammonum, o el 
trifenilmetilfosfonio; compuestos básicos como los anestésicos locales clorpromazina o 
fenciclidina, sustancias lipofílicas como 3-(3-yodofenil)-3-trifluorometil- 3H-diazirine; e 
incluso compuestos ácidos como los barbitúricos (Arias y col., 2001), parecen 
interactuar con algunos residuos del segmento M2 del poro del canal, mientras que las 
sustancias del tipo de esteroides, ácidos grasos o quinacrina se unen a otros sitios de 
la proteína situados en dominios extracelulares (extremos N o C-terminales) o cerca 
de la membrana. Recientemente se describieron las propiedades bloqueadoras de la 
metadona y su metabolito R-(þ)-2-etil-1,5-dimetil-3,3-difenil-1-pyrrolinium (EDDP) 
sobre el nAChR α3β4 de rata expresado en células HEK-293 (Xiao y col., 2001), y 
para la clozapina sobre el receptor muscular de ratón (Nguyen y col., 2002).  
Es importante tener en cuenta que muchas sustancias muestran un modo de acción 
dual, siendo bloqueadores competitivos/no-competitivos, o activadores/bloqueadores, 
dependiendo de la dosis empleada, el subtipo de receptor, o de la introducción de 
ciertas mutaciones en el poro del canal. Por ejemplo, la serotonina aplicada a una 
concentración subnanomolar se comporta como un MAP, a concentraciones 
micromolares inhibe la activación del canal de una forma voltaje-dependiente y en 
receptores α7 portadores de la mutación L248T, su acción cambia de inhibición no-
competitiva a activación (Fucile y col., 2002). El antagonista del receptor de GABAA 
bicuculina muestra un comportamiento similar, siendo un antagonista no-competitivo 
de receptores heteroméricos, un antagonista competitivo del receptor α7 silvestre, y un 
agonista del receptor α7 mutante L248T (Demuro y col., 2001). 
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Antagonistas de los receptores muscarínicos como atropina y escopolamina, y los 
inhibidores de la AChE fisostigmina, tacrina y galantamina, a concentraciones entre 1 y 
100 mM, potencian la corriente iónica activada por bajas concentraciones de ACh en 
receptores α4β2 humanos expresados en ovocitos. Sin embargo, a concentraciones 
saturantes de ACh el mismo rango de concentraciones de estos compuestos inhiben la 
función de los receptores (Smulders y col., 2005). (Hansen y col., 2007) realizaron una 
reflexión sobre el modo y el lugar de acción de esta clase de MAPs, y describieron 
como la galantamina y la cocaína se unen a sitios ubicados en interfases entre 
subunidades, de los que forman parte aminoácidos hidrofóbicos conservados. Este 
sitio se asemeja al sitio de unión de las benzodiazepinas del receptor GABAA, en el 
sentido de que en ambos existen residuos que ocupan posiciones homólogas a los 
residuos que contribuyen al sitio de unión al agonista. Ver Tabla 4 para información 
adicional. 
 
TABLA 4. Otros Moduladores Negativos de nAChRs 
 Nombre nAChR y/o tejido Referencia 
Endógenos 
 
β-amiloide1-42 hipocampo (rata) (Liu y col., 2001; Pettit y col., 2001) 
catestatina célula cromafín (vaca) (Mahata y col., 1997; Herrero y col., 
2002) 
CGRP1-5/2-7 célula cromafín (rata) (Giniatullin y col., 1999; Di 
Angelantonio y col., 2003) 
Disnorfina A PC12 (Oka y col., 1998; Itoh y col., 2000) 
Disnorfina B α9/α10 (Lioudyno y col., 2002) 
Endomorfina-1 α9/α10 (Lioudyno y col., 2002) 
Glucocorticoides α3*, células SHSY5Y (Ke y col., 1996) 
Lynx1 (in vivo, 
coexpresada) 
α4β2, α7 (ratón) (Ibanez-Tallon y col., 2002; Miwa y 
col., 2006) 
Proadrenomedulina PC12 (Mahata y col., 1998) 
Serotonina (5-HT) célula cromafín (vaca) (Vijayaraghavan y col., 1993) 
sustancia P célula cromafín (vaca, 
rata) 
(Livett y col., 1979; Clapham y col., 
1984; Di Angelantonio y col., 2003) 
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Timopentina célula cromafín (vaca) (Afar y col., 1993) 
Zinc (<100 µM) α7 (ratón), α3β2 
(rata), (α4)2(β2)3 
(Palma y col., 1998; Hsiao y col., 2001; 
Moroni y col., 2008) 
Exógenos Citalopram Rodajas hipocampo 
(rata) 
(Hennings y col., 1999) 
Clozapina α7 (pollo) (Singhal y col., 2007) 
Cocaína Rodajas hipocampo 
(rata) 
(Hennings y col., 1999; Francis y col., 
2000; Francis y col., 2001) 
ω-Ctx-Aga IVA célula cromafín (vaca) (Granja y col., 1995) 
ω-Ctx-G VIA célula cromafín (vaca) (Fernandez y col., 1995) 
N-metilcocaína α3β4, α4β2 (humano) Francis y col., 2001 
Desipramina célula cromafín (vaca) 
Rodajas hipocampo 
(rata) 
(Izaguirre y col., 1997) 
Etanol α7, α3β4 (humano) (Yu y col., 1996; Covernton y col., 
1997; Cardoso y col., 1999) 
Fluoxetina α1β1γδ, α2β4, α3*, α7 
(humano) 
(Garcia-Colunga y col., 1997; Maggi y 
col., 1998; Fryer y col., 1999) 
Nefazodona α1β1γδ, α3* (humano) (Fryer y col., 1999) 
Nifedipino célula cromafín (vaca) 
células ImR32 
(Lopez y col., 1993; Donnelly-Roberts 
y col., 1995; Gandia y col., 1996) 
Nisoxetina Rodajas hipocampo 
(rata) 
(Kiss y col., 1997; Hennings y col., 
1999) 
Nomifensina Rodajas hipocampo 
(rata) 
(Kiss y col., 1997; Hennings y col., 
1999) 
Ondansetrón α7 (rata), α3β4, α4β2 
(humano) 
(Papke y col., 2004) 
Paroxetina α1β1γδ, α3* (humano) (Fryer y col., 1999) 
Sertralina α1β1γδ, α3* (humano) (Fryer y col., 1999) 
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Tropisetrón α3β4, α4β2 (humano) Papke y col, 2004 
Tramadol célula cromafín 
(vaca), α7 (pollo) 
(Shiraishi y col., 2002) 
Velafaxina α1β1γδ, α3* (humano) (Fryer y col., 1999) 
 
1.9.-Fisiología  
Las neuronas expresan gran diversidad de receptores nicotínicos neuronales, que 
junto a los receptores de tipo muscarínico, son capaces de elevar la [Ca2+] citosólica 
tras su activación con el agonista endógeno Ach. La localización subcelular de estos 
receptores, así como su sensibilidad al ligando y sus características cinéticas 
condicionan el incremento de la [Ca2+] citosólica y su posible función dentro de la 
célula (Dani, 2001; Dajas-Bailador y col., 2004). Sin embargo, queda mucho por 
conocer acerca de porqué la célula es capaz de expresar en su membrana de manera 
tan selectiva gran diversidad de receptores nicotínicos, y cual es la función de los 
mismos en la célula. 
Los receptores nicotínicos de acetilcolina están involucrados en diversas funciones 
como son la función cognitiva, el desarrollo neuronal, degeneración, el aprendizaje y la 
memoria, locomoción, ansiedad, nocicepción, neurotransmisión dopaminérgica, 
función autonómica, adicción y desarrollo del sistema sensorial, nombrando unas 
pocas (Jones y col., 1999; Vizi y col., 1999; Cordero-Erausquin y col., 2000; Drago y 
col., 2003). Generalmente estos efectos se atribuyen a la existencia de receptores 
nicotínicos en la terminal pre o perisináptica, que se creen estar compuestos por las 
subunidades α7 (Wonnacott, 1997), α4 y β2. La activación de estos receptores 
produce un flujo de iones Na+ y Ca2+ hacia el interior celular que provoca, por sí mismo 
o a través de canales de calcio activados por voltaje (CCDV), la  modulación de la 
secreción dependiente de Ca2+ de varios neurotransmisores tales como noradrenalina, 
dopamina, serotonina, glutamato y GABA (McGehee y col., 1995; Soliakov y col., 
1995; Clarke y col., 1996; Dani, 2001; Dajas-Bailador y col., 2004).  
Sin embargo, no hay que olvidar el papel de estos receptores a un nivel postsináptico 
en el control de la transmisión en ganglios periféricos, hipocampo y corteza sensorial 
(Jones y col., 1999). Aunque han sido bastante difícil de localizar, la presencia 
postsináptica de los subtipos α7, α4β2 y α3β4 se ha demostrado en varias regiones 
del cerebro (Levy y col., 2002; Sher y col., 2004). En particular, se ha observado como 
la excitación nicotínica postsináptica puede mejorar la potenciación sináptica en el 
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hipocampo (Ji y col., 2001); su presencia en interneuronas del hipocampo hace que 
también medien en la transmisión sináptica rápida (Alkondon y col., 1998; Frazier y 
col., 1998ª); y se ha postulado su implicación en la potenciación a largo plazo (LTP), 
base de los cambios plásticos asociados al aprendizaje y la memoria (Matsuyama y 
col., 2003).  
Junto a estas funciones en el individuo adulto se ha descrito la existencia de 
transcripción de diversas subunidades del receptor nicotínico a lo largo del desarrollo 
embrionario, lo que le confiere un papel más o menos influyente en la diferenciación, 
proliferación y determinación celular.  
Una implicación que a lo largo de los últimos años ha ido adquiriendo más adeptos es 
la acción neuroprotectora ejercida por estos receptores mediada por el receptor α7, al 
inducir la síntesis de factores de crecimiento nervioso o reducir la citotoxicidad 
mediada por glutamato (Shimohama y col., 1996; Kaneko y col., 1997). 
En los últimos años se han desarrollado ratones con ablación en genes que codifican 
para alguna de las subunidades descritas del receptor nicotínico neuronal, 
demostrando la importancia funcional de estos receptores en el individuo adulto. Si 
bien algunos de estos ratones no presentan cambios apreciables, en la mayor parte de 
los casos se producen alteraciones que conllevan a la inviabilidad del individuo 
(Cordero-Erausquin y col., 2000; Champtiaux y col., 2004; Jensen y col., 2005; Fowler 
y col., 2008). Por ejemplo, ratones con la ablación conjunta de las subunidades β2 y 
β4 o de la subunidad α3 han resultado ser inviables. Sin embargo, la ablación de otros 
genes no es esencial para la vida, pero sí para el desarrollo normal de algunas 
funciones. De esta forma se ha demostrado la implicación de la subunidad β2 en 
procesos de aprendizaje y en el desarrollo del sistema visual (Rossi y col., 2001), a la 
subunidad α4 en los procesos de analgesia mediada por nicotina o a la subunidad β3 
en la formación de receptores sensibles a α-conotoxina MVII. Curiosamente, hasta el 
momento no se ha detectado ningún trastorno en el desarrollo en ratones carentes de 
la subunidad α7. Sin embargo, la inclusión la mutación L250T, que produce receptores 
α7 más sensibles a Ach y que no se desensibilizan, genera animales con apoptosis 
extensa en la corteza somato-sensorial, que no suelen sobrevivir más de un día 
(Cordero-Erausquin y col., 2000). 
Por otra parte, la implicación de los nAChRs en las funciones del sistema nervioso 
mencionadas en párrafos anteriores, ha permitido relacionar a los nAChRs con un 
gran número de patologías del sistema nervioso: enfermedades neurodegenerativas 
como la enfermedad de Alzheimer (Clementi y col., 2000; Court y col., 2000; Wu y col., 
2004) o la enfermedad de Parkinson (Quik y col., 2002; Champtiaux y col., 2003), 
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disfunciones cerebrales como el síndrome de Tourette (Gotti y col., 2004), el autismo 
(Lee y col., 2002; Granon y col., 2003; Martin-Ruiz y col., 2004), epilepsias como la 
hereditaria de tipo ADNFLE (epilepsia frontal nocturna autosómica dominante) (Combi 
y col., 2004), esquizofrenia (Court y col., 2000; Martin-Ruiz y col., 2003) o el trastorno 
por déficit de atención con hiperactividad (Pomerleau y col., 1995; Blondel y col., 2000; 
Grottick y col., 2000), e incluso en procesos de  ansiedad y depresión (Picciotto y col., 
2002; Shytle y col., 2002ª; Shytle y col., 2002b) o analgesia (Vincler, 2005). 
Los nAChRs también se han involucrado en procesos de dependencia a la nicotina o a 
otras drogas. En este caso la diana de acción son los receptores presinápticos α4β2 
que modulan la neurotransmisión de dopamina en el sistema  mesolímbico (Picciotto y 
col., 1998; Marubio y col., 2003; Tapper y col., 2004).  
Las funciones fisiológicas de los nAChRs en tejidos no-neuronales aún están por 
esclarecer. Hasta el momento se les ha relacionado con la proliferación celular, 
probablemente por la activación de las quinasas MAP y Akt vía Ca2+ (Wada y col., 
1989; Schuller y col., 2000; West y col., 2003), con el control de la presión sanguínea 
(Wada y col., 1989; Clarke, 1993) o con inflamación, ya que la activación de 
receptores α7 en macrófagos provoca la inhibición de la secreción de factor de 
necrosis tumoral alfa (TNF-α) y de 45itosinas proinflamatorias (Wang y col., 2003). Así, 
los nAChRs se han visto implicados en la patología de ciertas enfermedades, como el 
crecimiento de tumores, patologías pulmonares, reacciones inflamatorias o 
inmunológicas, o hipertensión, entre otras, lo que los convierte en potenciales dianas 
terapéuticas. 
Mención aparte merecen las enfermedades autoinmunes en las que están implicados 
los nAChRs. Así, la miastenia gravis es una enfermedad autoinmune, en la que las 
defensas del organismo producen anticuerpos frente a los nAChRs presentes en las 
membranas postsinápticas de las placas neuromusculares provocando la enfermedad, 
caracterizada por debilidad y fatiga de la musculatura voluntaria (Thanvi y col., 2004). 
La gangliopatía autonómica autoinmune es un trastorno neurológico adquirido que se 
caracteriza por un fallo autonómico difuso, que parece deberse a la generación de 
anticuerpos dirigidos hacia el receptor nicotínico ganglionar (Vernino y col., 2000), en 
especial contra la subunidad α3 (Vernino y col., 2009). 
 
1.10.-Los receptores nicotínicos de la célula cromafín bovina  
En la médula adrenal, el nervio esplácnico libera acetilcolina que activa los nAChRs 
neuronales presentes en la membrana de la célula cromafín, lo cual induce la 
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despolarización de la membrana que desencadena la liberación de catecolaminas al 
torrente sanguíneo (Fenwick y col., 1982; Kidokoro y col., 1982) en preparación del 
cuerpo para las reacciones de lucha y huída. La célula cromafin constituye un modelo 
ampliamente utilizado para el estudio de la farmacología colinérgica y de la 
neurosecreción desde hace 50 años (Douglas y col., 1967; Douglas, 1968). 
Uno de los modelos experimentales más utilizados en nuestro laboratorio es el de la 
célula cromafín bovina (CCB). Wilson y Kirshner fueron los primeros en describir la 
presencia de sitios de unión para αBgt en CCB (Wilson y col., 1977). Casi dos 
décadas después, fue clonada la subunidad α7 del nAChR bovino y la inyección de su 
ARNm en ovocitos de Xenopus laevis produjo sitios de unión para αBgt y corrientes 
nicotínicas que eran bloqueadas por esta toxina (Garcia-Guzman y col., 1995). Más 
tarde también se caracterizaron y clonaron las subunidades α3, α5 y β4 del nAChR de 
la CCB (Criado y col., 1992; Campos-Caro y col., 1997; Wenger y col., 1997), que 
formaban receptores nicotínicos funcionales α3β4 al expresarse heterólogamente en 
ovocitos de Xenopus (Campos-Caro y col., 1997). 
Por todo ello se supuso la existencia de dos subtipos de nAChRs en CCB, α3β4 y α7, 
ambos presuntamente implicados en el control de la secreción de catecolaminas. Sin 
embargo, los intentos por bloquear con αBgt la secreción de catecolaminas inducida 
por diferentes agonistas del nAChR produjeron resultados negativos (Wilson y col., 
1977; Kumakura y col., 1980; Trifaro y col., 1980; Kilpatrick y col., 1981) o datos 
conflictivos (Kageyama y col., 1984), lo que llevó a pensar que el proceso secretor era 
iniciado exclusivamente por los nAChRs no sensibles a αBgt, es decir, por los α3β4.  
Posteriormente, usando nuevos protocolos (pulsos cortos de ACh para prevenir la 
desensibilización del nAChR α7) y nuevas herramientas farmacológicas (bloqueadores 
selectivos del subtipo de receptor nicotínico α7) como α-conotoxina ImI (McIntosh y 
col., 1994; Johnson y col., 1995b) y metilicaconitina (MLA) (Ward y col., 1990), López y 
colaboradores obtuvieron en 1998 (Lopez y col., 1998) datos que sugerían que ambos 
receptores nicotínicos, α3β4 y α7, contribuían tanto a la generación de corrientes 
nicotínicas, como al desencadenamiento de la entrada de Ca2+ y posterior liberación 
de catecolaminas en respuesta a la estimulación de las CCB con ACh (López y col., 
1998). 
A pesar de que existen datos, tanto en la literatura (Criado y col., 1997; El-Hajj y col., 
2007), como en nuestro propio grupo de investigación (Maneu y col., 2002); otros 
datos no publicados del grupo) de la presencia de receptores α7 en la membrana 
celular de la célula cromafín bovina, todavía no ha sido posible demostrar de forma 
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directa su posible papel funcional. Datos recientemente publicados (Criado y col.) 
demuestran que la subunidad α7 interacciona con la subunidad β4 en la célula 
cromafín, formando receptores heteroméricos funcionales cuando se coinyectan en 
ovocitos de Xenopus. De esta manera se puede explicar en parte la dificultad en 
asignar una clara influencia de los nAChRs α7 sobre la secreción de catecolaminas 
(Trifaro y col., 1980; Kageyama y col., 1984; Fuentealba y col., 2004), función 
completamente atribuida a los receptores α3β4*. Por otro lado, la asociación de la 
subunidad α7 con otras subunidades del nAChRs podría justificar la detección de 
respuestas α7 no convencionales no solo en la célula cromafín (Lopez y col., 1998), 
sino también en otros sistemas celulares (Cuevas y col., 1998; Yu y col., 1998b). 
La posibilidad de la existencia de receptores heteroméricos α7 unido a la reciente 
publicación de trabajos acerca del receptor α3β4 que demuestran que éste puede 
existir en dos estequiometrías alternativas, con dos o tres copias para la subunidad α3 
en el canal pentamérico (Krashia y col., 2010) y que, por otra parte, podrían explicar 
las discrepancias existentes entre los resultados obtenidos en los sistemas de 
expresión heteróloga y en la célula cromafín bovina, abren un amplio abanico de 
posibilidades en cuanto a la composición de subunidades del nAChRs presente en la 
CCB, cuya estequiometría está aún por resolver. 
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2.-JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
Nuestro grupo de investigación viene trabajando desde hace años en la identificación y 
caracterización de la estructura y función secretora del receptor nicotínico de la célula 
cromafin bovina, desde el punto de vista electrofisiológico, farmacológico y funcional.  
Una de las inquietudes del grupo es conocer la composición de subunidades del 
receptor nicotínico, así como la estequiometría del mismo en este modelo celular que 
viene siendo utilizado de manera rutinaria. Como ya se ha comentado anteriormente, 
la célula cromafín bovina posee ARNm codificante para las subunidades α3, α5, α7 y 
β4 (Criado et al., 1992; García-Guzmán et al., 1995; Campos-Caro et al., 1997; 
Wenger et al., 1997), aunque no se ha demostrado aún si todas estas subunidades se 
asocian para dar lugar a un receptor complejo α3β4α5α7 o si pueden existir diferentes 
combinaciones de estas subunidades para formar distintas subpoblaciones de 
receptores en la membrana de la célula cromafín bovina, como pueden ser receptores 
de subtipo α7 y receptores de subtipo α3β4α5. A pesar de que existen datos, tanto en 
la literatura (Criado et al., 1997; El-Hajj et al., 2007), como en nuestro propio grupo de 
investigación de la presencia de receptores α7 en la membrana celular de la célula 
cromafín bovina, todavía no ha sido posible demostrar de forma directa su posible 
papel funcional. Las evidencias farmacológicas que el grupo ha aportado a lo largo de 
los últimos años no evidencian la existencia de un receptor homomérico α7 (Maneu y 
col., 2002)(Joni y col., 2007  y Elena y col., 2009).  
Así, el objetivo general de esta tesis es caracterizar desde el punto de vista 
electrofisiológico, farmacológico, cinético, molecular y funcional los posibles subtipos 
de receptores nicotínicos presentes en la membrana de la célula cromafín bovina, 
mediante su expresión heteróloga en ovocitos de Xenopus laevis. 
Para ello, nos hemos servido de la oxotremorina-M como herramienta farmacológica y 
se ha caracterizado sobre distintos subtipos de nAChRs en un intento de encontrar un 
agonista capaz de discriminar entre los receptores α7 homoméricos y receptores α3β4 
heterómericos, debido a que hasta la fecha no se han descrito agonistas selectivos 
para este último subtipo. La oxo-M se ha descrito como un potente agonista 
muscarínico (Cho y col., 1962; Lin y col., 1991), aunque se ha descrito su acción 
nicotínica en multiples sistemas  (Smith, 1982; (Haggblad y col., 1985; Hong y col., 
1990); (Xian y col., 1994); (Reitstetter y col., 1994); (Akk y col., 1999).  
Por otro lado, basándonos en la existencia de dos estequiometrias alternativas para el 
receptor α4β2, descrito por primera vez por Nelson y col., 2003, hemos explorado esta 
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posibilidad en relación al receptor α3β4, lo que podría explicar el motivo de las 
diferencias entre los resultados obtenidos en los sistemas de expresión heteróloga y 
en la célula cromafín bovina. Teniendo en cuenta trabajos previos sobre otros 
miembros de la familia de receptores nicotínicos, hemos utilizado la inyección de 
proporciones extremas de las subunidades α3 y β4 para la expresión de receptores 
con dos o tres subunidades α. Además, se han utilizado diversas herramientas 
farmacológicas como agonistas (ACh y oxo-M) y moduladores (zinc) para discriminar 
entre las dos formas del receptor,  junto con técnicas electrofisiológicas (registros de 
fijación de doble electrodo y registros de canal único) para realizar la caracterización 
de ambos receptores.   
Basándonos en los resultados obtenidos de la caracterización de los receptores 
expresados en nuestro sistema de expresión heteróloga, hemos utilizado las 
herramientas farmacológicas oxo-M y zinc para caracterizar la estequiometría de los 
nAChRs nativos presentes en la célula cromafín bovina, mediante el uso de la técnica 
electrofisiológica de patch-clamp 
Una vez demostrada la existencia de las dos estequiometrias alternativas del receptor 
α3β4 se hace evidente la importancia de trabajar con receptores con una composición 
de subunidades bien definida. Por este motivo, se crearon y caracterizaron receptores 
con subunidades concatenadas, ordenadas de una forma predeterminada, utilizando 
técnicas de biología molecular. 
Esta tesis no solo contribuye a una mejor compresión sobre las propiedades del 
receptor α3β4 y del posible receptor presente en la célula cromafín bovina, sino 
también a un mayor entendimiento de la función del receptor α3β4, mostrando el 
camino para futuros trabajos tales como:  
a) desarrollo de moléculas selectivas a una estequiometria concreta.  
b) comprensión del papel modulador ejercido por el Zn2+ sobre los nAChRs en las 
terminales presinápticas. 
c) ¿los cambios estequiométricos participan en el mecanismo celular de la 
comunicación neuronal o son solo artefactos de los sistemas heterólogos? 
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3.-MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1.-Biología Molecular  
La ligación de las moléculas de ADN, el mantenimiento y el crecimiento de bacterias 
de Eschericia coli DH5α y el uso de enzimas de restricción se llevó a cabo siguiendo 
los procedimientos descritos por Maniatis y col., 1989. Para la síntesis del ARN 
mensajero (ARNm) bovino, el Dr. Manuel Criado (Depto. De Bioquímica y Biología 
Molecular de la Universidad de Miguel Hernández de Alicante), nos proporcionó 
amablemente los ADNs copia (ADNc) que codifican para los genes de las subunidades 
del nAChR bovino α7, α3, y β4, incluídos en los vectores pSP64T (subunidades α7 y 
β4) y en el vector “casero” p642 (α3). Por otro lado, para la síntesis del ARNm 
humano, el Dr. Jon Lindstrom (Medical School of the University of Pennsylvania, 
Philadelphia) y el Dr. Manuel Criado, nos proporcionaron los ADNc que codifican para 
los genes de las subunidades del nAChRs humano  α7, α3, α4, β2 y β4, incluídos en 
los vectores pSP64T (subunidades α7 y β4), pSP64 poli A (subunidades α4 y β2) y un 
vector “casero”, el p642 (α3). Por último, los ADNc de las subunidades nAChR 
humanas α3 y β4 que se utilizaron para la construcción de los concatémeros fueron 
suministradas por el Dr. Jon Lindstrom a la Profesora Lucia Sivilotti (University College 
London, Londres, Reino Unido), que nos cedió a su vez tras su clonación en el vector 
pSP64 (Promega). La secuencia completa de los ADNc subclonados se verificó 
mediante secuenciación de ADN (DNA Sequencing Service, Cancer Institute and 
Wolfson Institute for Biomedical Research, University College London, Londres, Reino 
Unido). Todos los vectores utilizados proporcionan resistencia a ampicilina. Las 
bacterias competentes se transformaron por choque térmico con estos vectores, de tal 
manera que se seleccionaron aquellas que contenían el vector, haciéndolas crecer en 
un medio con el antibiótico de selección. Para el aislamiento de los plásmidos y la 
purificación de ADN en geles de agarosa se utilizaron kits comerciales (Qiagen, 
España y Reino Unido). 
3.1.1.-CONSTRUCCIÓN DE CONCATÉMEROS: ESTRATEGIA 
La estrategia a seguir fue la construcción de trímeros y dímeros por separado, con 
ambos sitios de unión a acetilcolina (AchBS) libres. Por homología, usamos como 
modelo el procedimiento utilizado para la construcción pentamérica del nAChR 
(α3)2(β4)3 (Groot-Kormelink y col., 2006). Así, el orden de las subunidades para los 
concatémeros del receptor (α3)2(β4)3 fue el siguiente: β-β-α + β-α. En cambio, para el 
receptor (α3)3(β4)2 el orden de subunidades que se adoptó fue uno de los sugeridos 
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por (Carbone y col., 2009) para el receptor (α4)3(β2)2: β-α-α + β-α. . Como podemos 
observar, esta estrategia y este orden de subunidades nos permite utilizar el mismo 
dímero para construir las dos estequiometrías del receptor α3β4, lo que redujo 
sustancialmente los pasos de ligación-restricción.  
Para la unión de las distintas subunidades en cada construcción se utilizaron 
elementos enlazadores cortos de unos 23 a 25 aminoácidos, conteniendo repeticiones 
glutamina-alanina-prolina (QAP) más el extremo C-terminal de cada subunidad así 
como los aminoácidos necesarios para la creación de un sitio de restricción específico 
en cada unión de subunidades (ver tabla 5). Estos elementos enlazadores se 
diseñaron basándonos en los trabajos publicados por el grupo de Erwin Sigel sobre la 
concatenación de las subunidades del receptor GABAA (Baumann y col., 2001; 
Baumann y col., 2002; Baumann y col., 2003). En todos los casos se eliminó el péptido 
señal excepto en los casos de las subunidades β4 en la posición 1 de los trímeros y de 
dímeros. En la tabla 5 se muestra un resumen de la secuencia de aminoácidos que 
conectan los extremos N-terminal y C-terminal de las subunidades adyacentes en 
cada trímero y en el dímero. 
TABLA 5. Aminoácidos que conectan los extremos C- y N-terminal de subunidades adyacentes.  
Subunidades 
Sitios de concatenación de las 
subunidades 
Longitud del elemento 
enlazador  (extremo C-terminal 
+ (QxAxPx) + amino acidos 
añadidos formando el sitio de 
restricción= total) 
β4(1º)_β4(2º) 
Trímero β-β-α 
LFQTHAASEGPYAAQRDQQEFAP 
 
17+4+2=23 
β4(2º)_α3(3ª) 
Trímero β-β-α 
LFQTHAASEGPYAAQRDQQGTAP 
 
17+4+2=23 
β4(1º)_α3(2ª) 
Trímero β-α-α 
LFQTHAASEGPYAAQRDQQEFAP 
 
17+4+2=23 
α3(2ª)_α3(3ª) 
Trímero β-α-α 
PLMAREDAQQQQAAAPAQQGTAP   
 
8+13+2=25 
β4(1º)_α3(2ª) 
Dímero β-α 
LFQTHAASEGPYAAQRDQQGTAP 
 
17+4+2=23 
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Modificación del plásmido de expresión para albergar las construcciones 
concateméricas. 
Se escogió el vector de expresión pCI (Promega, Reino Unido) para la clonación de 
las subunidades aisladas tras la adición de los elementos enlazadores y de los sitios 
de restricción, y también para las subunidades concatenadas de los trímeros y del 
dímero. La elección se hizo en base a que es un vector de expresión, por lo que se 
puede usar tanto para transcripción in vitro de ARNm como para su inyección nuclear 
en ovocitos de Xenopus o para la transfección de líneas celulares de mamífero como 
son las células HEK 293, en caso de que en un futuro se quiera estudiar la expresión 
de estas construcciones en otro sistema de expresión heteróloga.  
El sitio de clonación múltiple (SCM) de este vector se modificó para albergar los sitios 
de restricción escogidos para flanquear a cada subunidad en las distintas 
construcciones concateméricas. Para ambos trímeros, las subunidades fueron 
subclonadas entre los siguientes sitios de restricción, teniendo en cuenta la posición 
que ocuparán en el concatémero independientemente de si son subunidades α3 o β4: 
Primera subunidad de los trímeros (β4_ β4_ α3 ó β4 _ α3_ α3):                  NheI/EcoRI 
Segunda subunidad de los trímeros (β4_ β4_ α3 ó β4_ α3_ α3):                 EcoRI/KpnI 
Tercera subunidad de los trímeros (β4_ β4_ α3 ó β4_ α3_ α3)                    KpnI/XhoI 
Y las subunidades del dímero fueron subclonadas entre los sitios de restricción que se 
muestran a continuación:  
Primera subunidad del dímero (β4_ α3):                                                       NheI/KpnI 
Segunda subunidad del  dímero (β4_ α3):                                                    KpnI/NotI 
Así, los oligonucleótidos que se utilizaron para modificar el vector pCI fueron: 
 
 
Oligo directo 5’-3’:  
 NheI             AscI          EcoRI        XbaI        BglII         KpnI            PmeI          XhoI         BsiWI        MluI         EcoRV          NotI          
CTAGC  GGCGCGCC  GAATTC  TCTAGA  AGATCT  GGTACC  GTTTAAAC  CTCGAG  CGTACG  ACGCGT  GATATC  GCGGCCGC 
Oligo antisentido 5’-3’:  
      NotI            EcoRV       MluI         BsiWI        XhoI           PmeI          KpnI          BglII         XbaI        EcoRI            AscI            NheI 
GCGGCCGC  GATATC  ACGCGT  CGTACG  CTCGAG  GTTTAAAC  GGTACC  AGATCT  TCTAGA  GAATTC  GGCGCGCC  GCTAG  
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Para la inclusión de estos oligonucleótidos en el vector pCI, se hibridaron previamente 
a la reacción de ligación con el vector. La hibridación de los oligonucleótidos se realizó 
de la siguiente manera: 
1. Los oligonucleótidos recién adquiridos se diluyeron en H2O a una 
concentración final de 1 µg/µl  
2. Mezcla de reactivos para un volumen final de reacción de 100 µl:  
Tris-Hcl 1 M a pH8, 5 µl 
MgCl2 1 M, 1 µl 
Oligo directo 200 mM ( 25 µl de la dilución stock de 1 µg/µl) 
Oligo inverso 200 mM ( 25 µl de la dilución stock de 1 µg/µl) 
1 µl de Dimetilsulfóxido (DMSO)  
H2O (Completar hasta volumen final de 100 µl) 
3. La mezcla de reacción se colocó en un baño a 95 ºC durante 5 minutos; a 
continuación, se dejó enfriar lentamente durante toda la noche hasta 
alcanzar la temperatura ambiente.    
4. La mezcla de reacción se precipitó con acetato de sodio y etanol y la 
doble cadena de ADN resultante se resuspendió hasta un volumen final 
de 1 µg/µl. 
Tras la hibridación, la doble cadena de ADN correspondiente al nuevo SCM se ligó 
mediante el procedimiento estándar al vector pCI entre los sitios de restricción NheI y 
NotI (primer y último sitio de restricción del SCM original), habiendo sido digerido 
previamente éste por las enzimas mencionadas. Téngase en cuenta que los 
oligonucleótidos diseñados para la creación del nuevo SCM se sintetizaron para tener 
extremos 3’ y 5’ cohesivos, por lo que no requirieron de la digestión previa a la ligación 
por las enzimas NheI y NotI. 
El vector pCI modificado se volvió a modificar para contener un único sitio de 
restricción SwaI (cadena debajo de la región SV40) para la linealización del ADNc (ver 
Fig. 15), que es necesaria realizar para la transcripción in vitro de ARNm. El sitio de 
restricción se introdujo usando el kit QuickChangeTM Site-Directed Mutagenesis 
(Stratagene, Reino Unido). Los oligonucleótidos cebadores para la reacción de PCR 
se compraron de MWG (Reino Unido). La secuencia completa de los ADNc para el 
vector pCI silvestre y mutado se verificó mediante secuenciación de ADN (DNA 
Sequencing Service, Cancer Institute and Wolfson Institute for Biomedical Research, 
University College London, Londres, Reino Unido). Con el objetivo de incrementar el 
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número de transformantes positivos, se modificó ligeramente el protocolo sugerido por 
el proveedor, tal y como se describe a continuación.  
1.   Se sintetizaron oligonucleótidos cebadores de 49 bases de longitud, y 
temperatura de fusión superior a 80 ºC, portando la mutación deseada en la 
mitad de la secuencia. 
2.   Los cebadores se diluyeron hasta una concentración final de 150 ng/µl 
para ser usados en la reacción de PCR que introducirá la mutación. 
3.   La mezcla de reactivos para la reacción de PCR fue la siguiente:  
5 µl del tampón de reacción 10X 
150 ng de plásmido pCI 
3 µl del cebador con sentido (450 ng) 
3 µl del cebador anti-sentido (450 ng) 
3 µl de DMSO  
3 µl de dNTPs (de una dilución stock de 10 mM) 
1 µl de enzima Pfu (2,5 U/ µl del stock) 
4. Las condiciones para la reacción de PCR fueron las siguientes:  
Segmento 
Números de 
Ciclos 
Temperatura (ºC) Tiempo (minutos) 
1 1 95 1 
2 15 
95 0,5 
55 1 
68 15 
 
5.   Tras la reacción de PCR, se añadió 1 µl de enzima DpnI a la mezcla de 
PCR para degradar el ADN molde metilado (ADN no mutado), y dejar 
intacto solo el ADN de nueva formación (no-metilado y conteniendo la 
mutación deseada). 
6.   Se transformaron bacterias E. Coli DH5α competentes con 20 µl del 
producto de ligación. Tras incubarlas durante toda la noche a 37 ºC, se 
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1370 1380     1383-1390                         1390 1400
5’…GATAAGGATCCGGGCTGGCG TAATAGCG AAGAGGCCCGCACCGATCGCC…3’ silvestre
5’…GATAAGGATCCGGGCTGGCG ATTTAAAT AAGAGGCCCGCACCGATCGCC…3’ SwaI
Oligo directo 5' a 3': GATAAGGATCCGGGCTGGCGATTTAAATAAGAGGCCCGCACCGATCGCC
Oligo antisentido 5' a 3’: GGCGATCGGTGCGGGCCTCTTATTTAAATCGCCAGCCCGGATCCTTATC
Temperatura de fusión = 82’6 ºC
Bases = 49        
Contenido en bases GC = 58.8% 
Bases desapareadas = 6 
seleccionaron 3 colonias y se crecieron en 15 ml de medio Luria-Bertani 
(LB) a 37 ºC durante toda la noche. Posteriormente, se aisló el ADN 
plasmídico de las bacterias mediante miniprep con un kit comercial para 
purificación de ADN (Qiagen). El ADN plasmídico purificado se secuenció 
en su totalidad para confirmar la presencia de la mutación deseada y 
descartar la presencia de otras posibles mutaciones. Al vector resultante 
modificado le llamaremos a partir de ahora pSUNA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 15. Secuencias silvestre y mutada del vector pSUNA (vector PCI modificado). Las bases 
silvestres y mutadas se muestran en negrita. Los oligos usados para la introducción del sitio de restricción 
SwaI y sus características se muestran en la figura.  
 
Adición de los enlazadores a las subunidades monoméricas y 
subclonación de las mismas en el vector pCI modificado. 
Basándonos en los enlazadores diseñados con los sitios de restricción seleccionados 
(ver Tabla 5) se sintetizaron los cebadores adecuados para la inclusión de dichos 
enlazadores en cada subunidad mediante PCR (MWG, Reino Unido) (ver Tabla 6). A 
la primera subunidad β4  del dímero y del trímero se les introdujo la secuencia Kozak 
(GCCACC) en una posición inmediatamente anterior al péptido señal y a todas las 
subunidades se les eliminó el codón de fin de mensaje en este paso de PCR, excepto 
a las subunidades α3  finales del trímero y del dímero. La adición de la secuencia 
Kozak y la eliminación de los codones de fin de mensaje se tuvieron en cuenta a la 
hora del diseño de los cebadores. Dado el bajo número de aminoácidos a incluir en los 
extremos 3’ y 5’ de cada subunidad para la formación de cada enlazador, la adición del 
mismo se realizó en un único paso de PCR, excepto para la segunda subunidad α3 del 
trímero β-α-α que debido a su corto dominio C-terminal precisa de la adición de más 
aminoácidos para la formación de un enlazador de longitud apropiada (ver Tabla 5). 
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En este caso, se realizaron dos pasos de PCR consecutivos para la adición secuencial 
del elemento enlazador en el extremo 3’ de la subunidad. Así, durante el primer paso 
de PCR se eliminó del extremo 5’ de la subunidad el péptido señal y se añadió la 
secuencia GAATTCGCACCT, que codifica para el sitio de restricción EcoRI (negrita) y 
para los aminoácidos alanina y prolina (resto de bases). En el extremo 3’ de la 
subunidad se añadió la secuencia Q4A3 y se eliminó el codón de fin de mensaje. 
Durante el segundo paso de PCR se añadió en el extremo 3’ la secuencia de 
aminoácidos PAQ2 a continuación de la secuencia Q4A3 previamente incorporada y la 
secuencia para el sitio de restricción KpnI. 
Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo de la forma que se explica a 
continuación: 
1.   Los cebadores (de 40 a 47 bases de longitud) se sintetizaron de forma 
que aparearan con 22 a 30 bases de la región codificante de la subunidad 
α3 o β4, según correspondiese. La temperatura de fusión de estos 
cebadores estuvo comprendida entre 63 y 64 ºC. 
2.   Los cebadores se diluyeron hasta una concentración final de 10 µM para 
ser usados en la reacción de PCR correspondiente. 
3. La mezcla de reacción de PCR fue la siguiente: 
5 µl del tampón de reacción 10X (Thermo Pol Buffer II) 
150 ng de ADN plasmídico α3 o β4 (*) 
1 µl del cebador directo (10 µM) 
1 µl del cebador anti-sentido (10 µM) 
0,5 µl de MgSO4 (100 mM)  
1 µl de dNTPs (de una dilución stock de 10 mM) 
1 µl de enzima Vent polimerasa (2000 U/ml) 
Completar con H2O hasta 50 µl de volumen final 
(*) Para el segundo paso de PCR en el caso de la subunidad α3 en segunda posición 
del trímero β-α-α, se usó como molde 6 µl del producto del primer paso de PCR. 
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--
CTTGAACTCGAGTTATGCATCTT
CCCTGGCCATCAGGGGTTG
CTTGAAGGTACCGCACCTTC
AGAGGCTGAGCACCGTCTA
TTTGAGCG3ª α3
TTTAAGGTACCCTGTTGAGCA
GGTGCTGCAGCCTGTTGCTG
TTGTG
CCTGTGAATTCGCACCTTC
AGAGGCTG
GGTGCTGCAGCCTGTTGCTGTT
GTGCATCTTCCCTGGCCATCAG
GGG
CCTGTGAATTCGCACCTTCA
GAGGCTGAGCACCGTCTAT
TTGAGC2ª α3
Oligo inverso
(2º paso de PCR)
CTTGAAGCGGCCGCTTATGCATCTTCCCTGGCCATCAGGGGT
TG
--
CTTGAAGAATTCCTGTTGGTCA
CGCTGGGCAGCGTAGGGC
NheI Kozac
CTTGAAGCTAGCgccaccATG
AGGCGCGCGCCTTCCCTGG
T
1ª β4
Oligo directo
(2º paso de PCR)
Oligo inverso
(1er paso de PCR)
Oligo directo
(1er paso de PCR)
β4-α3-α3
NheI/EcoRI/
KpnI/XhoI
CTTGAAGGTACCGCACCTTCAGAGGCTGAGCACCGTCTATTTGA
GCG5ª α3
CTTGAAGGTACCCTGTTGGTCACGCTGGGCAGCGTAGGGCNheI Kozac
CTTGAAGCTAGCgccaccATGAGGCGCGCGCCTTCCCTGGT4ª β4
Oligo inverso
(1er paso de PCR)
Oligo directo
(1er paso de PCR)
β4-α3
NheI/KpnI/N
otI
CTTGAACTCGAGTTATGCATCTTCCCTGGCCATCAGGGGTTGCTTGAAGGTACCGCACCTTCAGAGGCTGAGCACCGTCTATTTGA
GCG3ª α3
CTTGAAGGTACCCTGTTG GTCACGCTGGGCAGCGTAGGGCCTTGAAGAATTCGCACCTCGCGTGGCCAATGCGGAGGAAAAGC
2ª β4
CTTGAAGAATTCCTGTTGGTCACGCTGGGCAGCGTAGGGC
NheI Kozac
CTTGAAGCTAGCgccaccATGAGGCGCGCGCCTTCCCTGGT1ª β4
Oligo inverso
(1er paso de PCR)
Oligo directo
(1er paso de PCR)
β4-β4-α3
NheI/EcoRI/
KpnI/XhoI
TABLA 6. Diseño de oligos-cebadores para la inclusión de los enlazadores mediante PCR.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las secuencias en negrita pertenecen a los extremos 5’ o 3’ de las subunidades indicadas; el resto de la secuencia forma parte del elemento enlazador añadido. Los sitios de 
restricción se muestran subrayados 
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4. Las condiciones de las reacciones de PCR fueron: 
 
Segmento 
Números de 
Ciclos 
Temperatura (ºC) Tiempo (minutos) 
1 1 95 1 
 
2 
 
5 
95 0,67 
58  1 
72 2 
 
5 
95 0,67 
56 1 
72 2 
10 
 
95 0,67 
54 1 
72 2 
3 1 72 10 
4 1 6 1 
 
 
A continuación, los productos de PCR resultantes se cargaron en un gel de agarosa al 
1% y se aislaron del plásmido molde mediante el uso de un kit comercial para la 
extracción de ADN en geles (Qiagen). Cada subunidad por separado se subclonó en el 
vector pSUNA previamente desfosforilado (para incrementar el rendimiento de la 
ligación), usando los sitios de restricción añadidos a cada una de las subunidades, 
presentes también en el SCM del vector pSUNA, según la posición que ocuparán 
éstas en el concatémero. Se recuerda que para ambos trímeros los sitios de 
restricción eran: 
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1ª subunidad (β4): NheI/EcoRI 
2ª subunidad (β4 o α3): EcoRI/KpnI 
3ª subunidad (α3): KpnI/XhoI 
Para el dímero β-α, las subunidades se clonaron entre los sitios de restricción que se 
muestran a continuación:  
1ª subunidad (β4): NheI/KpnI 
2ª subunidad (α3): KpnI/NotI 
Tanto la ausencia de mutaciones no deseadas, como la correcta inserción de los 
enlazadores y sitios de restricción que flanquean la región codificante de las 
subunidades se verificaron por secuenciación completa de los plásmidos pSUNA que 
las portaban (DNA Sequencing Service, Cancer Institute and Wolfson Institute for 
Biomedical Research, University College London, Londres, Reino Unido). 
Ensamblaje de las subunidades para creación de los trímeros y dímero. 
La construcción del trímero β4_ β4_ α3 se llevó a cabo en primer lugar. La subunidad 
β4 en primera y segunda posición del trímero fueron digeridas por las enzimas de 
restricción correspondientes a los sitios que las flanquean (NheI/EcoRI en el primer 
caso y EcoRI/KpnI en el segundo). Al mismo tiempo, el plásmido pSUNA que porta la 
subunidad α3 para la tercera posición del trímero se digirió con las enzimas NheI/KpnI, 
de forma que en un mismo paso de ligación las subunidades β4 para la primera y 
segunda posición se pudieran unir a la subunidad α3 quedando ésta en tercera 
posición en el mismo vector que porta a esta subunidad. Así, el extremo 5’ de la 
primera subunidad β4 se ligó al extremo 3’ del vector pSUNA por el sitio NheI; a su 
vez, el extremo 5’ de la segunda subunidad β4 quedó ligada al extremo 3’ de la 
primera subunidad β4 por el sitio EcoRI; y por último, el extremo 3’ de la subunidad α3 
se ligó al extremo 3’ de la segunda subunidad .β4 por el sitio KpnI.  
La construcción del trímero β4_ α3_ α3 se realizó eliminando la segunda subunidad β4 
del trímero β4_ β4_ α3 mediante su digestión con las enzimas EcoRI y KpnI y ligando 
la subunidad α3 correspondiente a esta posición, habiendo sido previamente digerida 
por las enzimas mencionadas para obtener los extremos cohesivos adecuados. 
Para la construcción del dímero, el plásmido que porta la subunidad β4 que quedará 
en primera posición se digirió con las enzimas KpnI/NotI. Como se ha explicado 
previamente el sitio KpnI flanquea el extremo 3’ de esta subunidad  del futuro dímero y 
el sitio NotI se posiciona en el SCM del plásmido pSUNA, cadena abajo del sitio KpnI 
(ver apartado 3.1.1.1). La subunidad α3 para la segunda posición del dímero se digirió 
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con las enzimas mencionadas y se ligó entre los sitios KpnI y NotI, a continuación de 
la primera subunidad β4 del dímero, quedando éste formado. 
Construcción de trímeros y dímero mutantes L9’T. 
Finalmente, se crearon los trímeros β4L9’T _ β4_ α3 y β4L9’T _ α3_ α3, y el dímero 
β4L9’T _ α3 mutantes. En el caso de los trímeros, se partió de la subunidad β4 
correspondiente a la primera posición de ambos trímeros y se localizó el aminoácido 
leucina a mutar (L272) para el diseño de los cebadores a partir de la secuencia anterior 
y posterior al aminoácido mencionado (ver Fig. 16). Una vez mutada, la subunidad 
β4L9’T se insertó entre los sitios de restricción NheI y EcoRI de los trímeros β4 _ β4_ 
α3 y β4 _ α3_ α3, en los que previamente se había eliminado la primera subunidad β4 
por digestión con las mencionadas enzimas. En el caso del dímero, la mutación se 
introdujo directamente sobre la subunidad β4 componente del mismo, por lo que se 
usó al propio dímero como ADN molde en la reacción de PCR. 
 Las mutaciones se introdujeron usando el kit comercial QuickChangeTM Site-Directed 
Mutagenesis (Stratagene, Reino Unido). Para el diseño de los oligonucleótidos (Fig. 
16) e inserción de la mutación se siguieron las mismas especificaciones expuestas en 
el apartado 3.1.1.1 de esta sección, aunque se hicieron una serie de modificaciones, 
tal y como se describe a continuación:  
1.   Los oligonucleótidos cebadores se diluyeron hasta una concentración final 
de 10 µM para ser usados en la reacción de PCR que introducirá la 
mutación. 
2.   La mezcla de reactivos para la reacción de PCR fue la siguiente:  
5 µl del tampón de reacción 10X 
150 ng de ADNc plásmídico β4 o β4 _ α3 
1,2 µl del cebador con sentido (10 µM) 
3 µl del cebador anti-sentido (10 µM) 
3 µl de DMSO  
3 µl de dNTPs (de una dilución stock de 10 mM) 
1 µl de enzima Pfu (2,5 U/µl del stock) 
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800                     810      814           820              830
5’… CTGTGCATCTCAGTGCTGCTGGCACTGACATTCTTCCTG…3’ silvestre (leucina 272= CTG)
5’… CTGTGCATCTCAGTGCTGACGGCACTGACATTCTTCCTG…3’ mutante (treonina 272 = ACG)
Oligo directo 5' a 3': GATAAGGATCCGGGCTGGCGATTTAAATAAGAGGCCCGCACCGATCGCC
Oligo antisentido 5' a 3': GGCGATCGGTGCGGGCCTCTTATTTAAATCGCCAGCCCGGATCCTTATC
Temperatura de fusión= 81.1 ºC
Bases = 39
Contenido en bases GC= 53.8%
Bases desapareadas = 2
3. Las condiciones para la reacción de PCR fueron las siguientes:  
Segmento 
Números de 
Ciclos 
Temperatura (ºC) Tiempo (minutos) 
1 1 95 1 
2 15 
95 0,5 
55 1 
68 12 
4.   Tras la reacción de PCR, se añadió 1 µl de enzima DpnI a la mezcla de 
PCR para degradar el ADN molde metilado (ADN no mutado), y dejar 
intacto solo el ADN de nueva formación (no-metilado y conteniendo la 
mutación deseada). 
5. Se transformaron bacterias E. Coli DH5α competentes con 30 µl del 
producto de la anterior PCR (β4L9’T _ α3 ó la subunidad β4L9’T). Tras 
seguir el protocolo 62stándar se aisló el ADN plasmídico de las bacterias 
mediante miniprep (Qiagen) y el ADN plasmídico purificado se secuenció 
en su totalidad para confirmar la presencia de la mutación deseada y 
descartar la presencia de otras posibles mutaciones.  
 
Fig. 16. Secuencias de la subunidad β4 silvestre y mutada (β4L9’T). Las bases silvestres y mutadas 
se muestran en negrita. Los oligos usados para la introducción de la mutación en las posiciones 814 y 815 
de la secuencia de nucleótidos de la subunidad y sus características se muestran en la figura.  
 
3.1.2.-TRANSCRIPCIÓN IN VITRO DE ARNm 
Tras la extracción del ADNc plasmídico mediante miniprep, los productos de ADNc 
obtenidos fueron cuantificados mediante espectrofotometría para determinar las 
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cantidades de ADN plasmídico obtenidas. Tras esto, los ADNc fueron linealizados, 
purificados y precipitados. Para la obtención del material genético lineal, el ADNc 
incluido en el vector pSP64T se cortó con la enzima de restricción Xba I (New England 
BioLabs, Inc., Ipswich, Reino Unido); el vector pSP64 poli A que incluía el ADNc β2  
humano se cortó con la enzima de restricción Pvu II (Fermentas internacional Inc, 
Canadá), mientras que para el que incluía la ADNC α4 se utilizó la enzima Vsp I 
(Fermentas internacional Inc, Canadá); por otro lado, se utilizó la enzima Not I 
(Fermentas internacional Inc, Canadá) para linealizar el vector p642; por último, los 
vectores pSUNA conteniendo los trímeros y dímeros silvestres o mutantes se 
linealizaron todos con la enzima Swa I, facilitando de esta manera la posterior 
transcripción de los ADNc a ARNm. Tras la linealización, el ADN se purificó mediante 
su precipitación por acetato amónico 5M, diluyéndose con agua después hasta una 
concentración en torno a 1 µg/µl. Posteriormente, a partir de estos ADNc lineales se 
llevó a cabo la transcripción para obtener ARNm de cada una de las subunidades 
bovinas, humanas y de los trímeros y dímeros creados. Para la síntesis del ARNm de 
las subunidades monoméricas bovinas y humanas se utilizó la ARN-polimerasa  
polSP6, mientras que para la síntesis del ARNm de los trímeros y dímeros se utilizó la 
polT7, utilizando en todos los casos el kit comercial mMessage mMachine (Ambion). 
Este ARNm resultante fue purificado mediante el kit MEGAClear (Ambion). Finalmente 
los productos fueron cuantificados nuevamente mediante espectrofotometría y se 
llevaron a cabo las diluciones pertinentes hasta alcanzar la concentración deseada en 
agua libre de ARNasa. Se realizaron alícuotas de estos mensajeros y se conservaron 
a -80ºC. 
3.2.-Sistema de expresión  
Como sistema de expresión heteróloga de nuestras proteínas de interés se utilizaron 
los ovocitos extraídos de hembras adultas del sapo africano Xenopus laevis 
proporcionados por un suministrador comercial (Xenopus Express, Francia) a los que 
se les inyectó el ARNm previamente sintetizado, descrito en el apartado anterior. 
Como consecuencia de la inyección del mensajero se produce la traducción a proteína 
a través de la maquinaria biosintética interna del ovocito, dando como resultado la 
expresión de un receptor funcional en la membrana del ovocito. La caracterización 
electrofisiológica se realizó mediante la técnica de fijación de voltaje de doble 
electrodo (FVDE) y el registro de canal único mediante la técnica de patch-clamp 
(RCU o en inglés SchR). 
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3.-EXTRACCIÓN Y PREPARACIÓN DE LOS OVOCITOS DE X. LAEVIS 
Previamente a la intervención quirúrgica, los sapos se anestesiaron introduciéndolos 
en una solución de tricaína (sal de etil 3-aminobenzoato metanosulfonato, SIGMA, 
Madrid, España) al 0.2% durante 30 minutos. Los ovocitos se extrajeron a través de 
una incisión hecha en el abdomen. Los lóbulos ováricos extraídos, se situaron en una 
placa de cultivo de 60 mm que contenía una solución de Medio L15 (L5520 SIGMA) + 
HEPES (20 mM) en una proporción 1:1 y se mantuvieron en un incubador a 16- 18 ºC.  
 
La operación se realizó en condiones de limpieza, pero sin necesidad de utilizar 
material estéril. Los Xenopus tienen la capacidad de secretar un péptido denominado 
magainina con propiedades antimicrobianas, que facilita la recuperación del sapo tras 
la operación, sin necesidad de aportar antibióticos o antifúngicos al animal. 
Para la reanimación del sapo se introdujo a éste en un recipiente con agua a 
temperatura ambiente, de tal forma que la recuperación del animal se produce en 15-
30 minutos. 
Con motivo de facilitar la inyección del mensajero y evitar interferencias en los 
registros electrofisiológicos posteriores, se procedió a la separación de la membrana 
folicular de los ovocitos. La extracción de la membrana folicular puede hacerse por 
métodos mecánicos (manualmente) o por tratamientos enzimáticos (colagenasa). 
Ambos métodos son viables, si bien la retirada de las membranas del ovocito de 
manera manual es más lenta y pesada ofrece ovocitos de mejor calidad, de manera 
que la opción elegida en nuestro caso fue esta última, sirviéndonos de la ayuda de 
pinzas de punta muy fina y una lupa. (Ver Fig. 17). 
Los ovocitos desprovistos de la membrana folicular son traspasados a un medio 
BARTH con Ca2+ (composición en mM: NaCl 88; KCl 1; NaHCO3 2,4; MgSO4 0,82; 
TRIS 7,5; CaCl2 0,41; Ca(NO3) 0,33, pH 7,4 con NaOH; estéril en presencia de 10 
U.ml-1 de penicilina y 10 µg.ml-1 de estreptomicina) donde se dejarán reposar hasta el 
momento de la inyección del ARNm a 4 ºC. 
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Fig. 17. Material biológico. (A) Para la expresión heteróloga del receptor nicotínico se utilizaron ovocitos 
extraídos del sapo Xenopus laevis. (B) El animal anestesiado y operado a fin de obtener parte de los 
folículos ováricos. Los ovocitos son separados y su membrana folicular extraída manualmente. (C) La 
eliminación de la capa folicular da lugar a un ovocito preparado para ser inyectado con el ARNm de las 
subunidades del receptor nicotínico en estudio. La eliminación de la membrana vitelina a los ovocitos 
inyectados con ARNm y expresando receptores en su membrana da lugar a un ovocito limpio, listo para 
los registros de canal único. 
 
3.2.1.-INYECCIÓN DE ARNm 
El proceso de inyección del ARNm es uno de los pasos más críticos en este proceso 
de expresión heteróloga, ya que si no se realiza con rigor, se puede provocar la 
muerte del ovocito, así como la pérdida de buenos registros. El proceso de inyección 
se realiza bajo la lupa mediante un microinyector acoplado a un micromanipulador con 
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capacidad de movimientos precisos y tridimensionales y consiste en la introducción de 
un capilar de inyección en el interior del citoplasma del ovocito, atravesando su 
membrana. 
Para la inyección del ARNm se utilizaron capilares de borosilicato proporcionados por 
Drummond Scientific Company. Estos capilares fueron estirados en un estirador 
vertical de vidrio (modelo PP-830 Narishige, Tokio, Japón) 
Debido a que estos capilares van a estar en contacto con el ARNm y que esta 
molécula se degrada con suma facilidad por la acción de las ARNasa, se deben 
extremar las precauciones en la manipulación del capilar, utilizando en todo momento 
guantes, a fin de evitar la contaminación con ARNasas presentes en las manos del 
manipulador. 
Previamente al uso del capilar estirado, se rompe la punta con ayuda de unas pinzas 
de punta fina libres de ARNasa para crear una punta fina y biselada de una longitud 
aproximada a 3 mm con un diámetro externo entre 1 a 1,5 µm. El capilar se rellenó 
con la ayuda de una jeringa de insulina acoplada a unas microagujas de inyección 
(World Precision Instruments, Stevenage, Reino Unido) con aceite mineral. Este aceite 
sirve de sustancia de relleno del capilar haciendo que la presión ejercida por el 
inyector a lo largo del mismo sea constante. Además, al ser inmiscible con el agua 
evita pérdidas de ARNm y permite monitorizar la inyección al observarse bajo la lupa 
la separación de las fases ARNm-agua y aceite. Una vez relleno con el aceite, el 
capilar se acopla al inyector (nanoliter 2000, World Precision Instruments, Stevenage, 
EE.UU.) de manera hermética. La muestra de ARNm se deposita en superficie estéril 
libre de ARNasa y se procede a la recogida del mismo a través del capilar. Se evitará 
la entrada de aire. 
La inyección se realiza con el inyector (nanoliter 2000, World Precision Instruments, 
Stevenage, Reino Unido). El proceso se realiza de manera individual, inyectando a 
cada ovocito un volumen de 46 nl de ARNm a distintas concentraciones, tal y como se 
describe a continuación: 
- formación de receptores homoméricos α7 (humanos y bovinos): se inyectó a 
cada ovocito 46 nl de ARNm a una concentración de 250 ng.µl-1, es decir, 11,5 
ng de ARNm.  
- formación de receptores heteroméricos α4β2 humano: se co-inyectaron los 
ARNms de las dos subunidades a la misma concentración (250 µg.µl-1) con la 
estequiometría 1:1, inyectándose un volumen final de 46 nl a cada ovocito 
(5,75 ng de ARNm α4 : 5,75 ng de ARNm β2) 
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-  formación de receptores heteroméricos α3β4 bovinos: se co-inyectaron los 
ARNms de las dos subunidades en las siguientes proporciones: 1:1, 1:9 y 9:1 
para la creación de las distintas estequiometrías, manteniendo siempre la 
concentración final de ARNm de 250 ng.µl-1, inyectándose un volumen final de 
46 nl a cada ovocito (5,75 ng de ARNm α3 : 5,75 ng de ARNm β4 para la 
estequiometría 1:1; 1,15 ng de ARNm α3 : 10,35 ng de ARNm β4 para la 
estequiometría 1:9; 10,35 ng de ARNm α3 : 1,15 ng de ARNm β4 para la 
estequiometría 9:1).  
- formación de receptores heteroméricos α3β4 humanos: se co-inyectaron los 
ARNms de las dos subunidades en las siguientes proporciones: 1:1, 1:9 y 9:1 
para la creación de las distintas estequiometrías, manteniendo siempre la 
concentración final de ARNm de 110 ng.µl-1, inferior que en el caso del 
mensajero bovino debido a la gran magnitud de las corrientes humanas, 
inyectándose un volumen final de 46 nl a cada ovocito (2,5 ng de ARNm α3 : 
2,5 ng de ARNm β4 para la estequiometría 1:1; 0,5 ng de ARNm α3 : 4,5 ng de 
ARNm β4 para la estequiometría 1:9; 4,5 ng de ARNm α3 : 0,5 ng de ARNm β4 
para la estequiometría 9:1). 
- formación de receptores concateméricos α3β4 y α3β4L9´T humanos: se co-
inyectaron los ARNms del dímero con el trímero correspondiente en función de 
la estequiometría del receptor en estudio en una proporción 1:1, manteniendo 
siempre la concentración final de ARNm de 520 ng.µl-1, mayor que en los casos 
anteriores debido a la pequeña magnitud de las corrientes de los receptores 
concateméricos, inyectándose un volumen final de 46 nl a cada ovocito (12 ng 
de ARNm  trímero : 12 ng de ARNm dímero). 
Una vez concluido el proceso de inyección se procedió al cultivo de los ovocitos. Los 
ovocitos se pasan a un medio de cultivo más rico en nutrientes como es el medio L-15 
+ HEPES 20mM 1:1 estéril en presencia de 10 U.ml-1 de penicilina y 10 µg.ml-1 de 
estreptomicina y se mantienen en un incubador a una temperatura constante de 16-18 
ºC por siete días máximo. El medio de cultivo debe se cambió a diario y los ovocitos 
dañados se eliminaron para miniminzar la degradación enzimática de los ovocitos 
sanos.  
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3.3.-Registros electrofisiológicos en ovocitos de Xenopus laevis. 
3.3.1.-FIJACIÓN DE VOLTAJE DE DOBLE ELECTRODO 
Todas las medidas se realizaron al cabo 2-6 días tras la inyección del ARNm. Las 
corrientes de membrana se registraron mediante la técnica de fijación de voltaje de 
doble electrodo (Campos-Caro y col., 1997) con un amplificador Oocyte Clamp OC-
725C (Warner Instruments Corp, Hamden, USA), usando electrodos de voltaje y 
corriente  con resistencias de 2-5 MΩ, hechos de borosilicato (Sutter Instrument Co., 
Novato, CA, USA) y rellenados con Kcl 3 M. Los ovocitos se mantuvieron en una 
cámara  con un volumen de 0.6 ml. Para la adquisición de los datos, la aplicación de 
agonistas y el posterior análisis de los registros se utilizó el programa informático 
pClamp 5.03 (Axon Instrument, Union City, CA, USA). Las corrientes se obtuvieron 
filtrando la señal a 50 Hz mediante el filtro Bessel y usando la interfase Digidata 1200. 
Los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente (22-24º C), utilizando 
como solución de registro extracelular Oocyte Ringer Ba2+ que contenía (en mM): 82,5 
NaCl, 2,5 Kcl, 2,5 BaCl2, 1 MgCl2 y 5 HEPES, ajustado a pH 7,4 con NaOH. La 
composición iónica de esta solución carece de catión Ca2+, que es sustituido por Ba2+ 
como ión transportador de carga, evitando de esta manera la activación de los canales 
de cloruro activados por Ca2+ presentes de forma endógena en la membrana del 
ovocito. Los agonistas fueron aplicados por gravedad a través de una pipeta, cuyo 
diámetro interno fue de 1.2 mm con su punta localizada cerca del ovocito. El flujo de 
las soluciones de agonista fue de 12 ml/min y el flujo de perfusión basal fue de 7 
ml/min. El potencial de reposo se fijó a -70 mV, excepto cuando se indica lo contrario. 
Para cada tipo de experimento se utilizaron ovocitos de al menos dos donadores 
distintos. 
3.3.2.-REGISTROS DE CANAL ÚNICO 
Todas las medidas se realizaron al cabo 3-6 días tras la inyección del ARNm, en 
configuración de célula adherida utilizando ovocitos a los que se les había separado la 
membrana vitelina previamente tras su incubación en una solución hiperosmótica 
(solución Barth Ca2+ con sacarosa 4 M). Se utilizaron electrodos de borosilicato 
recubiertos con Sylgard® 184 y pulidos con calor para tener una resistencia final de 5 
a 15 MΩ. Los electrodos se rellenaron con solución extracelular divalente que contenía 
(en mM) 150 NaCl, 2,8 Kcl, 0,5 MgCl2, 0,5 CaCl2, 10 HEPES, 0,5 atropina, ajustado a 
pH 7,2 con NaOH, y que contenía Ach 5 µM como agonista. En ausencia de Ach no se 
registraron aperturas de canales, solo aquellos atribuibles a los canales activados por 
tensión, presentes en la membrana del ovocito. Los ovocitos se bañaron con solución 
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con alto potasio que contenía (en mM) 100 Kcl, 10 HEPES, 10 EGTA, ajustado a pH 
7,2, con NaOH, con el objetivo de conducir el potencial de membrana en reposo a un 
valor constante cercano a 0. Los registros se obtuvieron filtrando la señal a 3 kHz 
mediante el filtro Bessel y digitalizadas a 30 kHz. Se midió la amplitud de las aperturas 
de los canales a distintos potenciales (-30, -40, -60, -80 y -100 mV), realizando de tres 
a cuatro parches por ovocito, utilizando al menos dos ovocitos por experimento. La 
media de las amplitudes obtenidas para cada potencial se representó frente a los 
distintos potenciales en una gráfica y los puntos representaron se ajustaron a una 
línea recta para obtener la conductancia del canal a partir de la pendiente de la recta.   
3.4.-Registros electrofisiológicos en células cromafines bovinas. 
3.4.1.-AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CÉLULAS CROMAFINES BOVINAS 
Las células cromafines de la médula adrenal bovina se aislaron a partir de glándulas 
adrenales de vacas adultas, siguiendo un protocolo estandarizado (Livett, 1984) con 
algunas modificaciones introducidas en nuestro laboratorio (Moro y col., 1990) 
Las glándulas extraídas del animal en el matadero se transportaron en medio de Locke 
(sin Ca2+ ni Mg2+), cuya composición es: 154 mM NaCl; 5,6 mM Kcl; 3,5 mM NaHCO3; 
5,6 mM glucosa; 10 mM HEPES; penicilina (50 UI/ml)/estreptomicina (0,05 mg/ml); pH 
7,4. Una vez en la unidad de cultivos, se retiró el tejido graso periadrenal y se 
eliminaron los eritrocitos existentes en el sistema vascular mediante la inyección de 
Locke a través de la vena adrenolumbar. A continuación se inyectaron, también a 
través de la vena adrenolumbar, 3,5 ml de solución enzimática de colagenasa 
(colagenasa al 0,25% + albúmina de suero bovina (BSA) al 0,5%, disueltas en Locke) 
y se incubó la glándula a 37oC. La inyección de colagenasa se repitió hasta un total de 
3 veces, a intervalos de 20 min. 
Finalizada la digestión enzimática, se seccionó la glándula longitudinalmente y se 
extrajo la médula ya digerida, que se lavó mediante la adición de grandes volúmenes 
de Locke. La suspensión así obtenida se filtró a través de una malla de nylon con un 
tamaño de poro de 217 µm, que permite eliminar fragmentos de médula no digeridos. 
La suspensión filtrada se centrifugó (120xg, 10 min) y el precipitado se resuspendió en 
Locke, tras lo cual se obtuvo una nueva suspensión celular que se filtró a través de 
una malla de nylon con un tamaño de poro menor, de 82 µm, que permite la 
eliminación de grasa y de fibras.  
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A continuación se separaron y purificaron las células mediante un gradiente de Percoll, 
para lo cual se añadió Percoll estéril a la suspensión celular y se centrifugó a 
20.000xg, durante 20 min, a 15oC. Tras esta centrifugación se observan varias bandas 
en el gradiente, entre las que destacan una superior con una mezcla de células 
cromafines adrenérgicas y noradrenérgicas y una inferior de cromafines principalmente 
adrenérgicas. Se recogieron las células contenidas en estas dos capas y se realizó un 
primer lavado del Percoll, añadiendo grandes cantidades de Locke y centrifugando 
(120xg, 10 min). Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado en medio 
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM). Se centrifugó de nuevo (120xg, 10 min) y 
el precipitado resultante de esta última centrifugación se resuspendió en DMEM al que 
se le había añadido: 5% de suero bovino fetal, inhibidores de fibroblastos (10 µM de 
citosina-arabinósido y 10 µM de fluorodeoxiuridina) y antibióticos (penicilina (50 UI/ml) 
/estreptomicina (0,05 mg/ml)). 
Para los experimentos de patch-clamp las células se sembraron en cubreobjetos de 
vidrio de 1 cm de diámetro (previamente tratados con poli-D-lisina para facilitar la 
adhesión de las células) a una densidad de 5·104 células/cubre. Las células se 
mantuvieron a 37oC en un incubador con atmósfera saturada de agua y 5% de CO2. 
Las células se emplearon 24-96 h tras la siembra. 
3.4.2.-REGISTRO DE CORRIENTES NICOTÍNICAS EN CÉLULAS 
CROMAFINES BOVINAS MEDIANTE LA TÉCNICA DE PATCH-
CLAMP 
Para el registro de las corrientes iónicas que fluyen a través de los nAChRs en las 
CCB, los cubreobjetos conteniendo las células se colocaron sobre una cámara 
experimental de metacrilato montada sobre la platina de un microscopio invertido 
Nikon Diaphot.  La cámara se perfundió continuamente con una solución control de 
Krebs-HEPES (KH) conteniendo (en mM): 137 NaCl; 5,9 KCl; 1 MgCl2; 2 CaCl2; 10 
HEPES; pH 7,4. Las células se dializaron, al utilizar la configuración de célula entera, 
con una solución intracelular conteniendo (en mM): 10 NaCl; 100 CsCl; 20 TEA.Cl; 14 
EGTA; 5 Mg.ATP; 0,3 Na.GTP; 20 HEPES; pH 7,2. 
El potencial de membrana de las células se fijó a -80 mV. Las pipetas se fabricaron a 
partir de capilares de vidrio de borosilicato (Kimax-51®, Kimble Glass Inc., diámetros 
1,5-1,8 mm x 100 mm) con ayuda de un estirador vertical (modelo PP-830, Narishige, 
Tokio, Japón), aplicando calor en dos pasos sucesivos. La punta de las pipetas se 
pulió al calor de una resistencia en una microforja (MF-830, también de Narishige), 
Anabel Sánchez García: Receptores Nicotínicos α3β4 
   71 
 
hasta que su diámetro interior era de aproximadamente 1 µm; la resistencia de las 
pipetas así obtenidas, una vez rellenadas con la solución intracelular, fue de 3-4,5 MΩ. 
Las corrientes nicotínicas se indujeron mediante la aplicación rápida del agonista ACh 
a través de una pipeta de perfusión formada por varios tubos de polietileno de 
pequeño diámetro (de 0,28 a 0,58 mm diámetro interno), insertados dentro de una 
punta de pipeta de manera que no queden espacios entre los tubos y la pared de la 
pipeta. Al final de la pipeta todos los tubos desembocan en una salida común, la cual 
se situó a unos 100 µm de la célula. Cada uno de los tubos se conecta por su extremo 
posterior a un reservorio donde se acumulan las soluciones de trabajo y el flujo de 
cada una de las vías se controla electrónicamente mediante válvulas solenoides 
excluyentes (The Lee Company, Westbrook, CT, EEUU), de tal modo que sólo una de 
las válvulas puede permanecer abierta en el mismo periodo de tiempo. La velocidad 
del  flujo fue de aproximadamente de 1 ml/min y regulada por gravedad, lo que 
permitía un cambio completo de soluciones en los alrededores de la célula en menos 
de 100 ms (Fig. 18).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 18. Esquema del sistema de perfusión y detalle apical de la pipeta de perfusión utilizada. 
Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (22 ± 2oC) con las pipetas 
montadas sobre el preamplificador de un amplificador de patch-clamp EPC-9 (HEKA 
Electronik, Lambrecht, Alemania), con una interfase ITC-16 AD/DA integrada. Para la 
adquisición de datos y para el control automático de la apertura de las válvulas se 
empleó el software PULSE (también de HEKA). Las células se estimularon mediante la 
aplicación de pulsos de agonista de 250 ms a intervalos de 30 s y los registros se 
adquirieron a una frecuencia de muestreo de 50 kHz. 
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3.4.-Modelado Molecular. 
Los estudios de modelado molecular se llevaron a cabo con el programa 
QUANTA/CHARMm (Accelrys, París, Francia).  
El complejo formado por Aplysia AchBP-epibatidina (2BYQ) se obtuvo de la base 
datos “Protein Data Bank” y se utilizó como molde para el receptor α7. Finalmente, el 
ligando epitbatidina se eliminó y se llevó a cabo una minimización de energía para 
eliminar los contactos más estrechos.  
La molécula oxotremorina M (oxo-M) se ensambló con QUANTA usando longitudes de 
y ángulos de enlace estándar. Se minimizó la energía mecánica usando campos de 
fuerza CHARMm. La molécula de oxo-M se ancló manualmente en el bolsillo de unión, 
teniendo en cuenta la posición ocupada por la epibatidina en el complejo Aplysia 
AchBP-epibatidina.  
El modelo del receptor nicotínico α3β4 se obtuvo también de “Protein Data Bank” 
(1OLJ). La molécula de oxo-M se ancló manualmente en el bolsillo de unión, teniendo 
en cuenta la posición ocupada por la nicotina y A-84543, publicado por Yuan.  
El modelo del receptor nicotínico α4β2 se obtuvo también de “Protein Data Bank” 
(2GVT). La molécula de oxo-M se ancló manualmente en el bolsillo de unión, teniendo 
en cuenta la posición ocupada en el receptor α3β4. 
Finalmente, los complejos correspondientes a los receptores-ligandos se minimizaron 
mediante el método de Newton Raphson, considerando que las estructuras estaban 
completamente optimizadas cuando los cambios de energía entre dos iteraciones 
sucesivas era menos de 0.01 Kcal/mol . 
3.5.-Soluciones y compuestos químicos utilizados. 
Para el desarrollo del presente trabajo de investigación se han utilizado los siguientes 
compuestos: suero bovino fetal y suero de caballo (Gibco, Madrid, España); PNU-
120596 (Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido). El resto de los reactivos, a menos 
que se indique lo contrario, fueron obtenidos de Sigma (Madrid, España). 
 
3.6.-Análisis estadístico 
Los resultados se expresaron como la media ± el error de la media estándar (EMS). 
Las curvas concentración-respuesta y el cálculo de la concentración de agonista que 
produce la mitad de la respuesta máxima o bloqueo máximo (CE50/CI50), así como el 
coeficiente de Hill se realizaron mediante el programa de análisis de gráficos Origin 7.0 
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(Microcalc Software Inc.), ajustando las respuestas a las distintas concentraciones de 
agonista a la siguiente ecuación:  
 
A2 + [ A1 - A2 ] / [ 1 + 10[(log(X0 -X)*p]], 
 
donde A2 es la concentración que produce la respuesta máxima, A1 es la 
concentración a la que se produce la mínima respuesta, log(X0-X) representa la 
concentración que produce la mitad de la respuesta máxima (p.e. CE50 o CI50) y p 
representa el coeficiente de Hill.  
 
Las diferencias estadísticas entre las medias se determinaron a través de la t de 
Student (t-Test). La diferencia estadísticamente significativa, asignada por la 
puntuación *, se estableció par aun valor de p≤0,05; la puntuación ** y *** se asignaron 
para una diferencia altamente significativa en los valores estudiados (p≤0,01 y 
p≤0,001, respectivamente).  
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4.-RESULTADOS. 
4.1.-ESTUDIO DEL EFECTO DE LA OXOTREMORINA-M SOBRE  
DISTINTOS SUBTIPOS DE RECEPTORES NICOTÍNICOS  
Como ya hemos mencionado en otros apartados de esta tesis, la estequiometría del 
receptor α3β4* presente en la célula cromafín bovina no se ha elucidado todavía. Se 
ha descrito la existencia de ARNm que codifica para las subunidades α7 (Garcia-
Guzman y col., 1995), α3 y β4 (Criado y col., 1992; Campos-Caro y col., 1997) y α5 
(Campos-Caro y col., 1997), aunque aún no se ha demostrado si todas estas 
subunidades se asocian para dar lugar a un receptor heteromérico complejo 
α3β4(α5)α7 o si existen en diferentes combinaciones de subunidades formando 
distintas subpoblaciones de receptores en la membrana de la célula cromafín bovina, 
por ejemplo, receptores de subtipo α7 y receptores de subtipo α3β4(α5). Algunas 
aproximaciones farmacológicas e inmunológicas (El-Hajj y col., 2007) han demostrado 
la existencia de receptores α7 tanto homoméricos como heteroméricos. Sin embargo, 
las evidencias bioquímicas y farmacológicas aportadas por nuestro grupo a lo largo de 
los últimos años no evidencian la existencia de un receptor homomérico α7 en la 
membrana de la célula cromafín bovina (Maneu y col. 2002; Rojo y col., 2007; 
Escalona y col., 2009). Además, la no existencia hasta la fecha de un agonista 
selectivo para el nAChR α3β4 dificulta enormemente la caracterización de la 
estequiometría del receptor presente en la célula cromafín bovina.  
En relación con esta caracterización farmacológica y búsqueda de nuevos agonistas 
nicotínicos, en el presente trabajo se ha propuesto la caracterización del efecto de la 
oxotremorina M sobre distintos subtipos de nAChR. La oxotremorina M (oxo-M) es una 
sal de trimetilamonio derivada de la molécula de oxotremorina (Bebbington y col., 
1966) y se ha descrito que ambas moléculas inducen hipotermia, tremor, salivación, 
bradicardia, hipotensión e hipermovilidad intestinal (Everett y col., 1956; Eshel y col., 
1979; Ringdahl y col., 1983). Oxo-M difiere de la molécula de oxotremorina en que la 
amina terciaria de ésta última es reemplazada por una amina cuaternaria, sustitución 
que hace a la oxo-M similar a la molécula de acetilcolina y más soluble al agua 
(Bebbington y col., 1966) (ver Fig. 19). Se ha descrito que tanto oxo-M como la 
oxotremorina son potentes agonistas muscarínicos (Cho y col., 1962; Lin y col., 1991). 
Ambas moléculas se han utilizado ampliamente como agonistas selectivos de 
receptores muscarínicos en una gran variedad de trabajos, tales como estudios de 
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Oxotremorina 
Oxotremorina M 
Acetilcolina 
unión de radioligando (Birdsall y col., 1978; Freedman y col., 1988); estudios 
farmacológicos en ganglios autónomos (Marrion y col., 1989; Beech y col., 1991); 
ensayos funcionales (North y col., 1983; North y col., 1985; Duttaroy y col., 2002). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 19. Estructura química de los agonistas colinérgicos acetilcolina, oxotremorina M y 
oxotremorina.  
Sin embargo, se ha cuestionado la especificidad muscarínica de la oxo-M en 
diferentes artículos donde se describe que este compuesto también ejerce acciones 
nicotínicas en la unión neuromuscular del músculo esquelético (Smith, 1982; 
(Haggblad y col., 1985; Hong y col., 1990); en cultivo de neuronas de cobaya (Xian y 
col., 1994); en cultivo primario de miocitos de Xenopus (Reitstetter y col., 1994); y 
sobre AChR recombinantes de tipo muscular y neuronal de ratón y rata (Akk y col., 
1999). Oxo-M se ha utilizado también en la caracterización de algunos tipos de nAChR 
con perfil farmacológico mixto nicotínico-muscarínico (Shirvan y col., 1991; Elgoyhen y 
col., 1994; Verbitsky y col., 2000), estudios realizados bajo el supuesto de la acción 
muscarínica selectiva como agonista de esta molécula, y donde no se tuvieron en 
cuenta estas acciones nicotínicas. 
En el presente trabajo, abordamos la hipotésis de que la oxo-M actúe como agonista 
de uno o varios subtipos de nAChR humanos y bovinos, así como su selectividad por 
alguno de estos subtipos con el fin de encontrar una herramienta farmacológica que 
nos ayude a arrojar luz sobre la composición estequiométrica del receptor nativo de 
interés. Así, se realizó la caracterización farmacológica de la acción nicotínica de la 
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oxo-M en ovocitos de Xenopus que expresaban α7, α3β4 y α4β2 nAChRs humanos y 
α7 y α3β4 nAChRs bovinos. A continuación, se exponen los resultados más relevantes 
de este apartado. 
 
4.1.1.-Oxo-M se comporta como un agonista parcial del nAChR α3β4 expresado 
en ovocitos. 
En primer lugar, se estudió el efecto de la oxo-M sobre ovocitos inyectados con ARNm 
para las subunidades α3 y β4 humanas. La aplicación de pulsos de 5 s a intervalos de 
120 s de ACh (100 µM) u oxo-M (300 µM) generaron corrientes de entrada en estos 
ovocitos. La figura 20.A. muestra las corrientes originales de un experimento 
representativo en el que la aplicación de ACh originó corrientes de entrada 
caracterizadas por una rápida activación así como por una fase de inactivación más 
lenta con una constante de tiempo (τoff) de 1.229,64±56,62 ms, como se muestra en la 
tabla 7. La aplicación de oxo-M (300 µM) al mismo ovocito indujo corrientes de entrada 
de un 9,73±1,47 % respecto a la corriente evocada por ACh 100 µM, caracterizadas 
con una cinética similar a la anteriormente descrita para la ACh, aunque ligeramente 
más desensibilizante (τoff = 1.032,82±36,98 ms; p<0,05; t-Test, n=8). En la figura 20.B., 
se representan la correspondientes curvas concentración-respuesta para la ACh y 
oxo-M en ovocitos α3β4 humanos (n=3, 2 donadores y n=8, 3 donadores, 
respectivamente). Los resultados están resumidos en la tabla 7. Los valores de CE50 
fueron de 92,95±13,56 µM para la ACh y 269,64±50,98 µM para la oxo-M, lo que 
sugiere que este compuesto se comporta como un agonista menos potente que la ACh 
para este subtipo de receptor (p<0,05; t-Test, n=8). La máxima amplitud de corriente 
obtenida por la aplicación de oxo-M se obtuvo con la concentración de 1 mM, que 
generó respuestas de un 11,01±0,97% con respecto a las respuestas obtenidas con 
ACh 1 mM, lo que muestra una menor eficacia de la oxo-M con respecto a la ACh en 
ovocitos que expresan el receptor α3β4 humano (p<0,001; t-Test, n=8).  
También se estudió el efecto de la molécula oxo-M sobre ovocitos inyectados con las 
subunidades α3 y β4 bovinas, obteniendo unos resultados similares. La figura 21.A. 
muestra corrientes originales de un experimento representativo, generadas por 
diferentes concentraciones de oxo-M en ovocitos α3β4 bovinos. Observamos, al igual 
que en el caso anterior, como la oxo-M induce corrientes con una cinética similar a las 
evocadas por ACh. La figura 21.B. muestra las curvas concentración-respuesta a ACh 
y a oxo-M correspondientes a esta población de ovocitos, que mostraron una mayor 
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      4 µA 
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sensibilidad a ACh (CE50 171,68±10,31 µM) que a oxo-M (234,40±47,30 µM), aunque 
la diferencia no es estadísticamente significativa. Como ocurría en los ovocitos que 
expresaban el receptor α3β4 humano, oxo-M se comportó como un agonista parcial 
del receptor bovino, activando corrientes de entrada de un 34,70±2,68% relativas a la 
corriente máxima generada por ACh 1 mM, aunque en este caso se comportó como un 
ligando algo más eficaz que en el caso humano (p<0,001; t-Test, n=8). 
A 
 
 
 
 
 
 
  
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 20. Efecto de la oxo-M sobre nAChR α3β4 humanos expresados en ovocitos de Xenopus.  La figura A 
presenta registros originales de corrientes de entrada representativas, inducidas por ACh (100 µM) y oxo-M (300 µM) 
en ovocitos que expresan el receptor nicotínico α3β4 humano. El potencial de membrana de las células se mantuvo en 
-70 mV y se estimularon con pulsos de agonista de 5 segundos de duración, como se muestra en cada trazo (barra 
sólida), aplicados a intervalos de 2 minutos. En (B) se muestran las curvas concentración-respuesta para las corrientes 
de célula entera generadas por ACh y oxo-M, respectivamente. Las respuestas están normalizadas respecto a la Imax 
inducida por ACh (ACh 1mM) y los datos expresados resultan de la media ± E.M.S de las corrientes procedentes de 3 y 
8 ovocitos estimulados con ACh y oxo-M respectivamente. Los ovocitos proceden de al menos 2 donadores distintos. 
***p<0.001, cuando comparamos las corrientes evocadas por ACh 1 mM con las corrientes obtenidas con oxo-M 1 mM. 
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Fig. 21. La aplicación de oxo-M en ovocitos que expresan nAChR α3β4 bovinos originó corrientes 
de entrada. La figura A muestra registros representativos de corrientes de entrada originadas por distintas 
concentraciones de oxo-M (desde 3 a 1000 µM) en ovocitos que expresan receptores nicotínicos α3β4 
bovinos. El potencial de membrana de los ovocitos se mantuvo en –70 mV, y se estimularon con pulsos 
de agonista de 5 s, como indica la barra horizontal superior del trazo, a intervalos de 2 min. La figura B 
muestra las curvas concentración-respuesta construidas a partir de las corrientes generadas por distintas 
concentraciones de ACh and oxo-M en ovocitos α3β4 bovinos. Las respuestas se expresaron como el 
porcentaje de las corrientes evocadas por ACh 1 mM. Los datos resultan de la media ± E.M.S de las 
corrientes generada en 5 y 8 ovocitos  estimulados con ACh and oxo-M respectivamente. Los ovocitos 
proceden de al menos dos donadores diferentes. ***p<0.001, cuando comparamos las corrientes 
evocadas por ACh 1 mM con las corrientes obtenidas con oxo-M 1 mM. 
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Con el objetivo de caracterizar la naturaleza nicotínica o muscarínica de las respuestas 
generadas por la oxo-M en los ovocitos α3β4, se evaluó el efecto de la muscarina 
(clásico agonista muscarínico (Fraser, 1957), de la atropina (antagonista muscarínico 
(Kishimoto y col., 1984) y de la mecamilamina (antagonista nicotínico, (Martin y col., 
1989) sobre estos receptores. En la figura 22.A. y 22.B. se muestran los trazos 
originales obtenidos de la aplicación de pulsos de 5 segundos de diferentes agonistas 
colinérgicos a intervalos de 2 minutos en el siguiente orden: ACh (100 µM; control), 
oxo-M (1 mM), muscarina (100 µM) y metacolina (300 µM). Para descartar un efecto 
inespecíficos de estos agentes, probamos su efecto en ovocitos que no expresaban 
heterólogamente ningún subtipo de nAChRs (ovocitos no inyectados). Como se 
muestra en la figura 22.A., ninguno de los agonistas colinérgicos utilizados evocó una 
respuesta medible (n=3, 2 donadores) en ovocitos no inyectados, indicando que 
nuestras condiciones experimentales eran las adecuadas para llevar a cabo el 
presente estudio y que las respuestas anteriormente registradas no estaban 
relacionadas con la activación de receptores muscarínicos nativos de la membrana del 
ovocitos (Kusano y col., 1982). Por otro lado, la aplicación de ACh y oxo-M indujeron 
corrientes de entrada similares a aquellas descritas en la figura 20.A., mientras que la 
muscarina y la metacolina no produjeron respuestas medibles a través del subtipo de 
receptor en estudio (n=6, 2 donadores). 
En la figura 22.C se muestra un protocolo experimental similar al mostrado en la figura 
20.A., donde aplicamos un pulso control de ACh 100 µM (5 s) seguido de pulsos de 
oxo-M 300 µM (5 s, aplicados a intervalos de 120 s) en ausencia y en presencia de los 
antagonistas colinérgicos atropina y mecamilamina. El correspondiente antagonista se 
aplicó durante 2 minutos antes y durante el pulso de oxo-M. Como se observa en la 
figura, la perfusión del ovocito con atropina 10 nM no afectó la amplitud de la corriente 
inducida  por la oxo-M; sin embargo, la aplicación de mecamilamina 10 µM bloqueó 
completamente la respuesta inducida por oxo-M. El bloqueo por mecamilamina fue 
reversible, observándose la recuperación gradual de la corriente control con el lavado 
(no mostrado). 
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Fig. 22. El efecto de oxo-M sobre nAChR α3β4 tiene naturaleza nicotínica. Ovocitos sin expresión 
heteróloga de nAChRs (figura A) y con expresión de nAChR α3β4 humano (figura B) se estimularon con 
pulsos de 5 s de ACh (100 µM), oxo-M (1 mM), muscarina (100 µM) y metacolina (300 µM), aplicados a 
intervalos de 2 min. El potencial de membrana se fijó en -70 mV. La ausencia de respuestas en los 
primeros ovocitos nos indica que nuestras condiciones experimentales eran las adecuadas para llevar a 
cabo este tipo de experimentos. La figura C nos muestra la aplicación de oxo-M en ausencia y presencia 
de los antagonistas colinérgicos atropina y mecamilamina en ovocitos α3β4 humanos. Los antagonistas 
se perfundieron 2 minutos antes y durante del pulso de oxo-M.  
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4.1.2.-Agonismo parcial de la oxo-M en nAChR α7 expresado heterólogamente en 
ovocitos de Xenopus. 
El efecto de la oxo-M se examinó además sobre los receptores α7, uno de los subtipos 
de nAChR más abundantes en el cerebro de mamíferos (Gotti y col., 2006) y también 
presente en las células cromafines de distintas especies, entre ellas la bovina (Garcia-
Guzman y col., 1995; Mousavi y col., 2001; Sala y col., 2008). La aplicación de pulsos 
de 5 s de ACh (1 mM) u oxo-M (de 3 µM a 1 mM) originaron corrientes de entrada en 
ovocitos que expresaban el nAChR α7 humano. La figura 23.A., muestra un registro 
original representativo de las corrientes generadas por 1 mM de ACh y por 1 mM de 
oxo-M. Como puede observarse, las corrientes inducidas por ACh se caracterizaron 
por una rápida cinética de activación y desensibilización (τoff = 345.22±14.81 ms) y 
como en el mismo ovocito la aplicación de pulsos de oxo-M indujeron corrientes de 
entrada con unas características cinéticas distintas a las corrientes generadas por la 
ACh, mostrando un marcado retraso en su desensibilización (τoff = 3415,96±551,27 
ms; p<0,001; t-Test, n=4).  
La figura 23.B. muestra las curvas concentración-respuesta correspondientes a ACh y 
a oxo-M en ovocitos que expresan el receptor α7 humano (n=7, 3 donadores y n=4, 3 
donadores, respectivamente). Los valores de CE50 obtenidos para la ACh y oxo-M 
fueron 145,96±56,87 µM y 105,57±22,56 µM, respectivamente, aunque no se 
encontraron diferencias significativas entre ambos valores, indicando una similar 
potencia de la oxo-M y la ACh en este subtipo de receptor. El pico máximo de la 
corriente evocada por oxo-M fue de un 45,48±1,58 % respecto de la corriente máxima 
inducida por ACh (1 mM), lo que muestra que la oxo-M es menos eficaz que la ACh en 
este tipo de ovocitos (p<0,05; t-Test, n=4). Todos los datos de este apartado se hallan 
resumidos en la tabla 7.  
De forma similar al estudio realizado sobre el receptor α3β4, también se estudió el 
efecto de la molécula oxo-M sobre ovocitos inyectados con la subunidad α7 bovina. La 
figura 24.A. muestra corrientes originales de un experimento representativo, 
generadas por diferentes concentraciones de oxo-M en ovocitos α7 bovinos. 
Observamos, al igual que en el caso anterior, como la oxo-M induce corrientes con 
una cinética distinta a las evocadas por ACh, produciéndose un retraso en la 
desensibilización de las corrientes. La figura 24.B. muestra las curvas concentración-
respuesta a ACh y a oxo-M correspondientes a esta población de ovocitos, que 
mostraron una similar sensibilidad a ACh (CE50 129,81±35,22 µM, n=6, 3 donadores) y 
a oxo-M (76,44±8,27 µM, n=8, 3 donadores) (no existen diferencias estadísticamente 
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α7 humano
significativas). Como ocurría en los ovocitos que expresaban el receptor α7 humano, 
oxo-M se comportó como un agonista parcial del receptor bovino, activando corrientes 
de entrada de un 72,37±5,46% relativas a la corriente máxima generada por ACh 1 
mM, aunque en este caso se comportó como un ligando bastante más eficaz que en el 
caso humano (p<0,001; t-Test). 
A 
 
 
 
 
 
 
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 23. Efecto de oxo-M sobre nAChR α7 humanos expresados en ovocitos de Xenopus. La figura 
A muestra registros representativos de corrientes internas originadas tras la aplicación de ACh (1 mM) y 
oxo-M (1 mM) en ovocitos que expresan receptores nicotínicos α7 humanos. Los ovocitos se mantuvieron 
con un potencial de membrana de –70 mV, y se estimularon mediante pulsos de agonista de 5 s de 
duración (ver barra horizontal superior al trazo), aplicados a intervalos de 2 min. La figura B muestra las 
curvas concentración-respuesta construidas a partir de las corrientes evocadas por la ACh y oxo-M en 
ovocitos α7 humanos. Las respuestas se expresan como el porcentaje de la corriente originada por ACh 1 
mM. Los datos resultan de la media± E.M.S de las corrientes evocadas por ACh y oxo-M en 7 y 4 ovocitos 
respectivamente, procedentes de al menos 3 donadores diferentes. **p<0.01 cuando comparamos las 
corrientes generadas por ACh 1 mM y oxo-M 1 mM.   
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Fig. 24. La aplicación de oxo-M en ovocitos que expresan nAChR α7 bovinos originó corrientes de 
entrada. La figura A muestra registros representativos de corrientes de entrada evocadas por diferentes 
concentraciones de oxo-M (desde 3 a 1000 µM) en ovocitos que expresan receptores nicotínicos α7 
bovinos. Los ovocitos mantenidos con un potencial de membrana de –70 mV se estimularon con pulsos 
de agonista de 5 s de duración, como inidca la barra horizontal superior al trazo, aplicados a intervalos de 
2 min. La figura B muestra las curvas concentración-respuesta construidas a partir de las corrientes 
generadas por la aplicación de ACh y oxo-M en ovocitos α7 bovinos. Las respuestas se expresan como el 
porcentaje de la corriente originada por ACh 1 mM. Los datos resultan de la media ± E.M.S de las 
corrientes producidas por ACh y oxo-M en 6 y 8 ovocitos respectivamente. Procedentes de al menos 3 
donadores diferentes. ***p<0.001 cuando comparamos las corrientes generadas por ACh 1 mM y oxo-M 1 
mM. 
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Para una caracterización más profunda de la naturaleza nicotínica de las respuestas 
evocadas por la oxo-M en los ovocitos α7, se estudió el efecto del modulador 
alostérico positivo (MAP) del nAChR α7, el PNU 120596 (Hurst y col., 2005), sobre las 
corrientes inducidas por ACh (IACh) y por oxo-M (Ioxo-M) en el subtipo humano. Se 
aplicaron pulsos de ACh (100 µM, 5 s) en ausencia (control) y en presencia de PNU 
120596 1 µM, que se perfundió durante 2 minutos antes y durante el pulso de ACh. En 
la parte superior de la figura 7.A. se muestran dos corrientes representativas resultado 
de la aplicación de ACh en ausencia (control; trazo izquierdo) y en presencia de PNU 
120596 1 µM (trazo derecho). A continuación se muestra en la misma figura los trazos 
de corrientes obtenidas en respuesta a pulsos de oxo-M (300 µM), aplicados en 
ausencia y en presencia de PNU120596 (n=5, 2 donadores). Nótese que cuando el 
PNU 120596 fue pre- y co-aplicado, se observó un marcado incremento de las 
corrientes inducidas tanto por ACh como por oxo-M, junto con un marcado retraso de 
la inactivación de la corriente, típico efecto de este MAP (Hurst y col., 2005). La 
potenciación de las corrientes por acción del PNU 120596 fue de 24 veces para las 
IACh y de 22 veces para las IOxo-M (no se hallaron diferencias significativas en la 
potenciación del efecto de ambos agonistas) (Figura 7.B.). Para descartar un efecto 
inespecífico de este compuesto sobre ovocitos α7, se utilizó el mismo protocolo 
experimental pero aplicando pulsos de los agonistas muscarínicos muscarina y 
metacolina. Como muestra la parte inferior de la figura 7.A., ni la aplicación de 
muscarina (100 µM) (n=4) ni la de metacolina (300 µM) en presencia o en ausencia de 
PNU 120596 evocaron respuestas medibles en ovocitos α7 (n=3, 2 donadores). 
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Fig. 25. El efecto de oxo-M en nAChR α7 tiene naturaleza nicotínica. La figura A muestra el efecto de 
la molécula PNU 120596 (1 µM) en ovocitos de Xenopus laevis que expresan el receptor nAChR α7 
humano. La perfusion de los ovocitos α7 con PNU 120596 produjo una marcada potenciación de la 
corriente nicotínica evocada por ACh (100 µM) y oxo-M (300 µM) en 5 ovocitos procedentes de 2 
donadores (figura B) pero no cuando muscarina y metacolina se aplicaron sobre estos ovocitos (n=4 y 3, 2 
donadores respectivamente). 
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4.1.3.-Efecto de oxo-M sobre nAChR α4β2 humano.  
El efecto de oxo-M se examinó también sobre el principal subtipo de nAChRs en el 
cerebro de mamíferos, el receptor α4β2 (Gaimarri y col., 2007), heterólogamente 
expresado en ovocitos de Xenopus. La figura 26.A. muestra un experimento 
representativo donde la aplicación de ACh cada 5 segundos a intervalos de 2 minutos 
evoca corrientes de entrada caracterizadas por una fase de activación rápida seguida 
por una inactivación de la corriente más lenta (τoff = 2680,78±176,51 ms), como ya se 
ha descrito previamente para este receptor en estas condiciones experimentales 
(Chavez-Noriega y col., 1997). Cuando se aplicó oxo-M 300 µM a estos ovocitos, esta 
molécula no indujo ninguna corriente recuperándose la corriente control de ACh tras el 
lavado. La figura 26.B. muestra la curva concentración-respuesta a ACh y las 
“respuestas” obtenidas tras la aplicación de diferentes concentraciones de oxo-M (30 
µM a 10 mM) (n=6, 3 donadores en cada caso). El valor de CE50 obtenido para la ACh 
fue de 35,98±0,13 µM. Ninguna de las concentraciones de oxo-M estudiadas indujo 
respuestas medibles. Todos los datos de este apartado se encuentran resumidos en la 
Tabla 7.  
 
TABLA 7. Comparación de la potencia y eficacia de ACh y oxo-M en hnAChRs 
recombinantes 
 
La potencia (CE50), la eficacia (I1 mM ACh y Imax/I 1 mM ACh) y τoff se expresan como la media aritmética ± 
E.M.S; (n) indica el número de ovocitos incluidos en el análisis, procedentes de al menos 3 donadores 
diferentes. ***P<0.001 cuando comparamos con τoff obtenida cuando la ACh actúa como agonista.  
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Fig. 26. La aplicación de oxo-M sobre ovocitos que expresaban nAChR α4β2 humanos no indujo 
corrientes de entrada. La figura A muestra registros representativos de corrientes de entrada originadas 
por ACh (100 µM) y oxo-M (300 µM) en ovocitos que expresan receptores nicotínicos α4β2 humanos. Los 
ovocitos se mantuvieron con un potencial de membrana de –70 mV y se estimularon con pulsos de 
agonista de 5 s de duración como indica la barra horizontal superior a los trazos, a intervalos de 2 min. La 
figura B muestra las curvas concentración-respuesta construidas a partir de las corrientes activadas por 
ACh, ACh en presencia de oxo-M 300 µM y oxo-M en ovocitos α4β2 humanos. Las respuestas se 
expresan como el porcentaje de la corriente evocada por ACh 100 µM. Los datos resultan de la media ± 
E.M.S de las corrientes originadas por ACh, ACh en presencia de oxo-M y oxo-M en 6, 7 y 6 ovocitos 
respetivamente, procedentes al menos de 3 donadores diferentes. ***P<0.001, cuando comparamos las 
corrientes evocadas por ACh en presencia de oxo-M con las corrientes obtenidas en ausencia de la 
molécula de estudio.  
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Aunque la oxo-M fue incapaz de inducir corrientes a través de los nAChR α4β2 
humanos, bloqueó las corrientes inducidas por ACh en este subtipo de receptor 
(pulsos de 5 segundos a una concentración de 100 µM). La figura 27.A. muestra tres 
trazos originales representativos de IACh obtenidos en ovocitos expuestos a tres 
concentraciones crecientes de oxo-M. Obsérvese como la oxo-M redujo la amplitud de 
la corriente en una forma concentración-dependiente; nótese también que la corriente 
se redujo de una forma paralela con respecto a la corriente control, lo que sugiere que 
la oxo-M no afecta a la cinética de las IACh. La figura 27.B. muestra la curva 
concentración-respuesta para la inhibición por oxo-M de la corriente generada por ACh 
100 µM (I100 µM ACh) (n=4, 2 donadores). La oxo-M inhibió la corriente con una CI50 de 
191±0,20 µM, siendo el máximo bloqueo de la corriente de ACh ejercido por la 
concentración de 1 mM de la molécula. El coeficiente de Hill de la curva 
concentración-respuesta fue inferior a la unidad (nH=0,69), sugiriendo la existencia 
múltiples clases de sitio de unión por receptor o la existencia de cooperatividad 
negativa.  
Para caracterizar de una forma más profunda el mecanismo de este bloqueo, en 
primer lugar se examinó la naturaleza competitiva o no-competitiva de la inhibición de 
las IACh por oxo-M en ovocitos α4β2. Para llevar a cabo esta determinación, se 
aplicaron concentraciones crecientes de ACh (de 1 µM a 3 mM) en cada ovocito para 
crear la correspondiente curva concentración-respuesta en presencia de oxo-M 300 
µM. Si el bloqueo fuese competitivo, la inhibición de las IACh por oxo-M debería se cada 
vez menor a mayores concentraciones de ACh utilizadas. Este es el caso del 
bloqueador nicotínico dihidro-β-eritroidina (Bertrand y col., 1992). Sin embargo, si el 
bloqueo fuera no-competitivo, la inhibición de las IACh por oxo-M debería ser similar en 
todas las concentraciones de ACh utilizadas, como ocurre en el caso del hexametonio 
(Bertrand y col., 1992). La figura 26.B. muestra las curvas concentración-respuesta 
para ACh, llevadas a cabo en ausencia (control) y en presencia de oxo-M (n=7, 3 
donadores). Aunque la oxo-M parece desplazar la curva de ACh hacia la derecha en 
una forma no-paralela, no modificó significativamente el valor de CE50 para la ACh en 
el nAChR α4β2 humano expresado heterólogamente; la curva concentración-
respuesta a ACh realizada en presencia de oxo-M 300 µM originó un valor de CE50 de 
36,39±0,28 µM, que es cercano al valor obtenido en ausencia de oxo-M (35,98±0,13 
µM). La magnitud de la corriente máxima evocada por ACh no se alcanzó incluso 
cuando se aplicaron concentraciones mayores a 1 mM de ACh, sugiriendo un 
mecanismo de bloqueo no-competitivo de la oxo-M en este subtipo de receptor. 
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Fig. 27. El bloqueo de oxo-M sobre la IACh en ovocitos α4β2 es concentración-dependiente. La figura 
A muestra ejemplos de trazos originales obtenidos de tres ovocitos diferentes. Las corrientes resultan de 
la aplicación de una concentración constante de ACh (100 µM) y concentraciones crecientes de oxo-M (3, 
100 µM y 1 mM) en ovocitos α4β2 cuyo potencial de membrana se fijó en -70 mV. Una concentración de 
oxo-M se estudió en cada ovocito. Los pulsos de ACh (5 s) se aplicaron a intervalos de 2 min. oxo-M se 
perfundió sobre los ovocitos durante 2 min antes y durante la aplicación del pulso de ACh. La figura B 
muestra la curva concentración-respuesta para la inhibición del pico de IACh (ordenada) por 
concentraciones crecientes de oxo-M (abscisa). La curva se construyó con datos (media ± E.M.S) 
procedentes de 4 ovocitos obtenidos de al menos 2 donadores diferentes.  
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A continuación, para una mayor caracterización del mecanismo de bloqueo de la oxo-
M se estudió si éste exhibía voltaje-dependencia. Así, en ausencia y en presencia de 
oxo-M se aplicaron pulsos de ACh sobre ovocitos α4β2 cuyo potencial de membrana 
se fijó entre valores de -110 mV a +70 mV, a incrementos de 20 mV. La figura 28.A. 
muestra la relación intensidad-voltaje que revela un mecanismo de bloqueo voltaje-
dependiente: la fracción de corriente inhibida es mayor a valores de potencial de 
membrana hiperpolarizados. En la figura 28.B. se muestra el grado de bloqueo de la 
corriente a ACh que produce la presencia de oxo-M 300 µM a diferentes voltajes (n=8, 
3 donadores). Este efecto se puede relacionar con un mecanismo de bloqueo de canal 
abierto (Gurney y col., 1984; Paoletti y col., 1997; Buisson y col., 2001). 
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Fig. 28. El bloqueo de la IACh por oxo-M en ovocitos α4β2 es voltaje-dependiente. La figura A muestra 
las curvas voltaje-intensidad de las corrientes control, IACh y las IACh obtenidas en presencia de oxo-M 300, 
representadas como el porcentaje de la respuesta obtenida por la aplicación de ACh. El bloqueo de la IACh 
por oxo-M se calculó a partir de la curva I-V y se expresó como el % del bloqueo de la Imax para cada 
voltaje (% bloqueo, ordenada, a diferentes voltajes, abscisa, figura B). Los datos expresados resultan de 
la media ± E.M.S y proceden de 8 ovocitos de al menos 3 donadores diferentes. ***P<0.001 y **P<0.01, 
cuando comparamos con la corriente bloqueada a -110 mV. 
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Para determinar si efectivamente la oxo-M se comporta como un bloqueador de canal 
abierto (BCA) se analizó otra de las características de este tipo de inhibidores: la uso-
dependencia de su efecto, entendida como el incremento de la fracciónde corriente 
inhibida en presencia de una concentración fija de BCA (Gurney y col., 1984). Tal y 
como se ilustra en la figura 29.A. y 29.B., la pre- y co-aplicación de oxo-M 300 µM 
indujo una progresiva inhibición de las corrientes evocadas por pulsos repetidos de 
ACh (100 µM, pulsos de 5 segundos a intervalos de 2 minutos), tanto si éstos se 
aplicaron 2 minutos o 10 minutos antes del segundo pulso de agonista (n=7, 2 
donadores en cada caso). Como puede observarse, el grado de bloqueo de las IACh fue 
independiente al tiempo de exposición a oxo-M y fue resultado del número de 
aperturas del canal por estimulación del agonista (ver figuras 11.C. y 11.D.). La 
recuperación parcial de la corriente evocada por ACh se observó tras el lavado. 
 
Fig. 29. El bloqueo de la IACh por oxo-M en ovocitos α4β2 oocytes es uso-dependiente.  Las figuras 
A y B muestran el bloqueo progresivo de la corriente original obtenida en ovocitos que expresan 
receptores α4β2 humanos estimulados con ACh 100 µM y perfundidos con oxo-M 300 µM justo después 
del primer pulso o 10 min después del mismo.  Los pulsos de ACh (5 s) se aplicaron a intervalos de 2 min. 
Las figuras C y D muestran las respuestas expresadas como el porcentaje de corriente evocada por ACh 
100 µM respecto del tiempo y del número de pulso cuando oxo-M es perfundido  2 o 10 min antes del 
segundo pulso de agonista. Las gráficas se construyeron con los datos (media ± E.M.S) procedentes de 7 
ovocitos en cada caso, de al menos 2 donadores diferentes. No se encontraron diferencias significativas 
entre los dos casos 
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4.1.4. Modelado Molecular. 
En un intento de explicar como tiene lugar la unión de la molécula oxo-M a los 
nAChRs, se llevó a cabo un estudio de modelado molecular utilizando el programa 
QUANTA/CHARMm. Se simuló la unión por ordenador o docking de la molécula de 
oxo-M a los modelos tridimensionales de los receptores α3β4 y α4β2, y a la estructura 
de rayos-X del complejo AChBP-epibatidina de Aplysia, tras haber sido extraída esta 
última molécula. Se utilizó la AChBP en lugar de un modelo del receptor nicotínico α7 
en un intento por simular la interacción del ligando en estudio con este receptor. Los 
complejos resultantes se minimizaron y se muestran en las figuras 12, 13 y 14. El 
“docking” de oxo-M al receptor α7 indica que se formaría un puente de hidrógeno. Este 
puente se produce entre el grupo carbonilo y el grupo amino perteneciente a la Tyr195 
del receptor α7. La amina cuaternaria de la molécula de oxo-M se localiza en la 
proximidad de la Tyr55 y en consecuencia existiría una fuerte interacción catión-π con 
la proteína (ver figura 30). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 30. Oxotremorina M unida al receptor α7: todos los hidrógenos, excepto los polares se ha omitido 
para una mayor claridad. 
 
El anclaje de oxo-M al receptor α4β2 muestra que este ligando formaría un puente de 
hidrógeno entre el grupo carbonilo y el grupo NH del Asp134 perteneciente a la 
subunidad β2 y que participa en el sitio de unión al ligando. Además, el voluminoso 
grupo amino cuaternario de oxo-M se localiza dentro del bolsillo hidrofóbico formado 
por los aminoácidos aromáticos Tyr230, Tyr233, Trp182 y Trp82, pudiendo existir en 
consecuencia interacciones catión-π y de tipo hidrofóbico con la proteína (figura 31). 
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Fig. 31. Oxotremorina M unida al receptor α4β2; todos los hidrógenos, excepto los polares se ha 
omitido para una mayor claridad. 
 
El anclaje de oxo-M con el nAChR α3β4 muestra como la amina cuaternaria de esta 
molécula se localiza en un lugar similar a donde se situaría en el receptor α4β2. En 
este caso, la oxo-M forma dos puentes de hidrógeno: uno de ellos se originaría entre 
el grupo carbonilo y el grupo amino de la Glu117 de la subunidad β4, y el otro se 
produciría entre el nitrógeno pirrolidino y el grupo amino protonado de la Lys57 
perteneciente a la subunidad α3. El grupo trimetil amonio (amina cuaternaria) se 
localiza dentro del bolsillo hidrofóbico que está formado por los aminoácidos 
aromáticos Tyr195, Trp147, Trp55, por lo que existirían interacciones catión-π y de tipo 
hidrofóbico con la proteína (figura 32). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 32. Oxotremorina M unida al receptor α3β4; todos los hidrógenos, excepto los polares se ha 
omitido para una mayor claridad. 
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Como ya describimos en apartados anteriores, los agonistas muscarínicos metacolina 
y muscarina no indujeron ninguna respuesta en los receptores estudiados. Este 
comportamiento se puede explicar en base a las diferencias estructurales entre la 
molécula de oxo-M y las de estos ligandos muscarínicos. En la figura 33 se puede ver 
como la oxo-M adopta una estructura planar, mientras que la metacolina y la 
muscarina adoptan una estructura tridimensional lo que dificulta su accesibilidad al 
sitio de unión del ligando del nAChR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 33. Superposición de las moléculas de oxotremorina M, metacolina y muscarina. 
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4.2. ESTUDIO DE DOS ESTEQUIOMETRÍAS ALTERNATIVAS PARA EL nAChR 
α3β4  
Una de las aproximaciones más utilizadas para la caracterización de los receptores 
nicotínicos musculares ha sido su expresión en sistemas heterólogos donde se ha 
demostrado que los canales recombinantes resultantes exhiben unas propiedades 
similares a los canales nativos presentes en la unión neuro-muscular. Además, se ha 
observado que estas propiedades no difieren en el empleo del sistema de expresión, 
por lo que se han podido usar indistintamente en su estudio los ovocitos de Xenopus y 
las líneas celulares de mamífero. Sin embargo, la situación difiere para otros tipos de 
receptores nicotínicos también muy abundantes en el SNP, los receptores 
ganglionares, entre los que se consideran los nAChRs presentes en las células 
cromafines.  
Como ya hemos mencionado en apartados anteriores, las subunidades que 
contribuyen a estos receptores principalmente son α3 y β4 (probablemente junto con 
las subunidades α5 y α7 en las células cromafines bovinas –(Criado y col., 1992; Rust 
y col., 1994; Garcia-Guzman y col., 1995; Campos-Caro y col., 1997; Wenger y col., 
1997)-. Los receptores α3β4 recombinantes expresados en ovocitos o en líneas 
celulares de mamífero se parecen a los canales nativos presentes en los ganglios 
autónomos (Covernton y col., 1994; Lewis y col., 1997) y en las células cromafines de 
distintas especies: rata (Wong y col., 1995; Meyer y col., 2001), bovino (Tachikawa y 
col., 2001; Free y col., 2003); Rojo y col., 2007) y humano (Chavez-Noriega y col., 
1997; Stauderman y col., 1998; Boorman y col., 2003) en sus perfiles farmacológicos a 
distintos agonistas nicotínicos, pero son muy diferentes a ellos a nivel de canal único. 
Por ejemplo, en el caso de las células cromafines, los valores de conductancia de los 
receptores nativos registrados a potenciales de membrana negativos están en torno a 
40 pS en la especie bovina (Fenwick y col., 1982; Maconochie y col., 1992; Nooney y 
col., 1992), alrededor de los 33 pS en cobaya (Inoue y col., 1991) y entre los 45 y 50 
pS en PC12 (Ifune y col., 1992). Estos valores de conductancia son significativamente 
mayores que los observados en los receptores α3β4 de rata, bovino y humano 
expresados en ovocitos, que abren con unas conductancias menores (en torno a 20-
30 pS) y producen ráfagas más duraderas (Sivilotti y col., 1997; Rovira y col., 1998; 
Boorman y col., 2003).  Sin embargo, cuando las subunidades α3 y β4 se transfectan 
de forma estable en fibroblastos de ratón en una proporción 1:1, los registros de canal 
único en configuración fuera-fuera muestran aperturas de canales semejantes a las 
encontradas en ovocitos inyectados con estas subunidades además de una clase 
adicional que se asemeja al tipo nativo ganglionar (Lewis y col., 1997) y, en teoría, al 
presente en la célula cromafín, no encontrándose una explicación para este fenómeno.  
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Recientes trabajos acerca del receptor nicotínico α4β2, subtipo mayoritario del SNC, 
muestran que éste puede existir en dos estequiometrías alternativas, con dos o tres 
copias para la subunidad α4 en el canal pentamérico (Nelson y col., 2003). Las dos 
formas para el receptor α4β2 se distinguen porque el receptor con dos subunidades α 
se activa a bajas concentraciones de ACh, tiene una sensibilidad diferente a otros 
agonistas y las respuestas a concentraciones submáximas de ACh no se potencian en 
presencia de bajas concentraciones Zn2+ (Moroni y col., 2006; Moroni y col., 2008).  La 
forma con dos subunidades α para este receptor, denominada de “alta sensibilidad”, 
predomina en ovocitos lo que ofrece la posibilidad de que las discrepancias existentes 
entre los resultados obtenidos en los sistemas de expresión heteróloga y en la célula 
cromafín bovina pudieran explicarse si el receptor α3β4 puede también existir en dos 
estequiometrías diferentes. A continuación, se presentan las evidencias que apoyan la 
hipótesis de que el receptor α3β4 puede existir en dos estequiometrías distintas. 
 
4.2.1. La inyección de proporciones diferentes de ARNm α3:β4 en ovocitos 
produce receptores con distinta sensibilidad a ACh. 
Distintos grupos han descrito que variaciones en la proporción α:β para el ARNm o 
ADNc de las subunidades que se inyectan para expresar el receptor nicotínico α4β2 
en ovocitos producen cambios en las propiedades del mismo debido  a la modificación  
de la estequiometría de las subunidades presentes en el receptor (Papke y col., 1989; 
Luetje y col., 1991; Zwart y col., 1998; Moroni y col., 2006). Para comprobar si esto 
ocurre también para el receptor α3β4, se estudió las respuestas a distintas 
concentraciones de ACh en ovocitos de Xenopus a los que se les inyectaron 
subunidades α3 y β4 humanas o bovinas en las proporciones 1:1, 1:9 y 9:1 (ver figuras 
34.A y 35.A), construyéndose las correspondientes curvas concentración-respuesta 
para las corrientes totales generadas (figuras 34.B y 35.B). Las respuestas 
normalizadas a ACh se ajustaron bien a una ecuación sigmoidal de una componente 
en cada caso, indicando la presencia de un solo tipo de nAChR α3β4 en cada 
población de ovocitos. El coeficiente de Hill resultante en cada curva fue cercano a 2 
en el caso de los receptores humanos y de 1,4 para los receptores bovinos, excepto 
para los receptores expresados en ovocitos 9:1, cuyos nH fueron mayores (3,04±0,33 
en humano; 2,31±0,15 en bovino), como se resume en la tabla 8.  
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Fig. 34. Efecto de la proporción de ARNm α3:β4 en la sensibilidad a ACh del nAChR α3β4 humano. 
Los trazos en (A) representan corrientes de entrada inducidas por diferentes concentraciones de ACh (en 
µM) aplicadas en ovocitos inyectados con la proporción de ARNm α3 y β4 indicados (de arriba a abajo: 
1:1, 1:9 and 9:1). La duración del pulso de ACh se muestra en la línea sólida de cada trazo. El potencial 
de membrana de los ovocitos fue de -70 mV. En la figura (B) se muestran las curvas concentración-
respuesta, ajustadas con la ecuación de Hill obtenidas en ovocitos inyectados con las mezclas de ARNm 
mencionadas (1:1 ●; 1:9 ▲; 9:1 □). Obsérvese como la transfección 1:9 y 1:1 produce receptores que son 
más sensibles a ACh. Los parámetros obtenidos tras el ajuste se resumen en la Tabla 8.  
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Fig. 35. Efecto de la proporción de ARNm α3:β4 en la sensibilidad a ACh del nAChR α3β4 bovino. 
En (A) se muestran los trazos representativos de respuestas en célula entera bajo las condiciones de 
inyección de ARNm α3 y β4 indicadas en la figura (de arriba a abajo: 1:1, 1:9 and 9:1). Los ovocitos se 
mantuvieron con un potencial de membrana de -70 mV. Las curvas concentración-respuesta de las 
corrientes inducidas por ACh (normalizadas respecto a la Imax evocada por ACh) en ovocitos inyectados 
con las mencionadas mezclas (1:1 ●; 1:9 ▲; 9:1 □) se muestran en (B). La transfección de la proporción 
1:9 y 1:1 produce receptores que son más sensibles a ACh. Los parámetros obtenidos del ajuste de las 
curvas se muestran en la Tabla 8.  
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TABLA 8. Efecto funcional de los receptores nicotínicos de ACh α3β4 bovinos y 
humanos expresados en ovocitos en proporciones extremas de subunidades.  
 
nAChRs humano  nAChRs bovino  
Ovocitos CE50 (µM) Imax Ach (µA) nH n CE50 (µM) Imax ACh (µA) nH n 
α3β4 1:9 
 
97,91±9,83 
 
4,67±1,64 2,11±0,22 4/3 
 
206,61±16,74 
 
0,68±0,14 1,34±0,07 9/3 
α3β4 1:1 
 
92,95±13,56 
 
3,48±1,2 1,67±0,17 3/2 
 
171,68±10,31 
 
1,44±0,38 1,41±0,06 5/2 
α3β4 9:1 
 
256,71±47,44 
 
3,91±0,95 3,04±0,33  5/5 
 
319,38±37,91 
 
1,1±0,22 2,31±0,15 5/5 
CE50, Imax y el coeficiente de Hill (nH) se representan como la media ± E.M.S del ajuste de cada curva 
concentración-respuesta individual a la ecuación de Hill. “n” es el número de ovocitos estudiados 
procedentes de al menos dos donadores diferentes.  
 
En el caso de las subunidades humanas, los nAChRs α3β4 expresados en los 
ovocitos inyectados con una proporción de ARNm α3:β4 1:9 mostraron una mayor 
sensibilidad a ACh, mientras que los nAChRs α3β4 de los ovocitos inyectados con una 
proporción 9:1 tuvieron una menor sensibilidad a ACh de 2,7 veces (CE50 97,91±9,83 
vs. CE50 256,71±47,44 µM, p<0,05, t-Test student, n= 9 y 5 respectivamente). 
Curiosamente, los nAChRs α3β4 de los ovocitos inyectados con una proporción 1:1 de 
subunidades exhibieron una sensibilidad similar a la de los ovocitos 1:9 (CE50 
92,95±13,56 µM), lo que sugiere la preferencia del ovocito por la formación de nAChRs 
α3β4 con la estequiometría presente en los ovocitos 1:9. Basándonos en lo ya descrito 
para el receptor α4β2, deducimos que la inyección de un exceso de subunidades α3 
en ovocitos fuerza la formación de un nAChR α3β4 con una estequiometría de tres 
subunidades α3 y dos subunidades β4, formándose la estequiometría opuesta cuando 
se inyecta un exceso de subunidades β4 y que cuando inyectamos una mezcla 
equimolecular de ARNm α3 y β4, el ovocito formaría un receptor compuesto con dos 
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subunidades α3 y tres subunidades β4. Esta hipótesis se confirma con lo descrito por 
Boorman y colaboradores en 2000, cuando confirmaron que la estequiometría del 
receptor expresado en ovocitos inyectados con una proporción de subunidades 1:1 
α3:β4 humanas es de 2α:3β. 
En cuanto a la amplitud de las corrientes generadas por concentraciones máximas de 
ACh, no encontramos diferencias significativas entre los nAChRs α3β4 obtenidos en 
ovocitos inyectados con una igual cantidad de ARNm α3 y β4 (3,48±1,2 µA) y ovocitos 
α3:β4 1:9 (4,67±1,64 µA) u ovocitos α3:β4 9:1 (3,91±0,95 µA), en los que se mantuvo 
siempre constante la cantidad de ARN inyectado.  
En el caso de los ovocitos inyectados con subunidades bovinas obtuvimos resultados 
similares, aunque los valores de CE50 fueron ligeramente mayores en todos los casos. 
Como en el caso anterior, los ovocitos inyectados con una proporción de ARNm 
bovino α3:β4 1:9 mostraron una mayor sensibilidad a ACh (CE50 206,61±16,74 µM), de 
forma similar que los ovocitos 1:1 (CE50 de 171,68±10,31 µM; no existen diferencias 
estadísticamente significativas). Sin embargo, y al igual que sus homólogos humanos, 
los receptores bovinos expresados en los ovocitos 9:1 exhibieron una menor 
sensibilidad a ACh, cuantificada en 1,9 veces (CE50 319,38±37,91 µM; p<0,01, t-Test 
student, n= 5).  
Tampoco se encontraron diferencias significativas en la amplitud de las corrientes 
máximas generadas por ACh, en los nAChRs α3β4 bovinos expresados en ovocitos 
1:9 (0,68±0,14 µA), 1:1 (1,44±0,38 µA) o 9:1 (1,1±0,22 µA). 
 
4.2.2. Ovocitos α3β4 bovinos 1:9 y 9:1 exhiben una similar sensibilidad a oxo-M. 
Dado que la diferencia de sensibilidades a ACh entre las supuestas estequiometrías 
no es tan acusada como la descrita para el nAChR α4β2 (cifrada en 80 veces), y que 
las diferencias en la sensibilidad a distintos agonistas colinérgicos descritas por el 
grupo de L. Sivilotti (Krashia y col., 2010) en ovocitos inyectados con las subunidades 
α3 y β4 humanas con una proporción de 1:9 y 9:1 no son del todo evidentes, se evaluó 
los efectos del agonista colinérgico oxo-M en un intento de diferenciar 
farmacológicamente los receptores obtenidos en las poblaciones de ovocitos en 
estudio. Como ya se ha comentado anteriormente, las dos estequiometrias descritas 
para el receptor α4β2 exhiben distintas sensibilidades a agonistas nicotínicos, 
observándose diferencias en los valores de potencia y eficacia a los mismos según la 
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estequiometría considerada (Moroni y col., 2006). Es lógico pensar que el receptor 
(α3)2(β4)3, a parte de su diferente sensibilidad a ACh, difiera de la forma con tres 
subunidades α en otras propiedades como podría ser en su comportamiento a oxo-M. 
Esto constituiría una herramienta útil a la hora de caracterizar receptores nativos.  
La figura 36.A muestra ejemplos de corrientes de entrada generadas por diferentes 
concentraciones de oxo-M en ovocitos inyectados con ARNm α3:β4 bovino en 
proporciones 1:9, 1:1 y 9:1. Observamos que al igual a lo ya descrito en el apartado 
3.1.1 para ovocitos inyectados con ARNm α3 y β4 humano y bovino en proporción 1:1, 
las concentraciones de oxo-M usadas producen corrientes con una cinética similar a 
las evocadas por ACh en cada una de las poblaciones de ovocitos estudiadas. La 
figura 36.B muestra las curvas concentración-respuesta a oxo-M correspondientes a 
cada población de ovocitos. Vemos como las curvas se superponen no observándose 
diferencias en cuanto a potencia y/o eficacia en cada tipo de receptor. Como ocurría 
en ovocitos 1:1 para el receptor α3β4 bovino, oxo-M se comportó como un agonista 
parcial en ovocitos 1:9 y 9:1 (p<0,01 y 0,05; t-Test student, n=3 y 9 respectivamente), 
activando corrientes de entrada de un 32,89±4,31% y de un 34,59±4,65% relativas a la 
corriente máxima generada por ACh 1mM respectivamente.  
A                                                                B 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 36. Efecto de la proporción de ARNm α3:β4 en la sensibilidad a Oxo-M del nAChR α3β4 
bovino. Los trazos originales en (A) son ejemplos representativos de las corrientes de entrada inducidas 
por diferentes concentraciones de oxo-M (en µM) y registradas en ovocitos inyectados con una proporción 
de subunidades de 1:1, 1:9 y 9:1. El potencial de membrana de las células fue de -70 mV. La duración de 
la aplicación de los pulsos de oxo-M fue de 5 s como se muestra en cada trazo (barra sólida). En (B) se 
muestran las curvas concentración-respuesta para las corrientes de célula entera generadas por oxo-M 
(normalizadas respecto a la Imax inducida por ACh) en ovocitos inyectados con las mencionadas mezclas 
de ARNm (1:9 ▲; 9:1 □). Obsérvese como la oxo-M solo activó corrientes de una amplitud parcial en 
ambas poblaciones de ovocitos. Los parámetros obtenidos del ajuste de los datos a la ecuación de Hill se 
muestran en la Tabla 9. Los datos son resultado de la media de 3 a 5 experimentos llevados a cabo 
usando ovocitos de al menos dos donadores distintos.  
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En cuanto a potencia, los valores de CE50 mostrados en la tabla 9 muestran que los 
receptores α3β4 bovinos expresados mediante proporciones extremas de subunidades 
no exhiben diferencias significativas en cuanto a su sensibilidad a oxo-M, 232,69±5,8 
vs. 273,97±30,7 µM (n=3 y 9 respectivamente) para las proporciones 1:9 y 9:1. Si 
tomamos como referencia al agonista fisiológico y estándar de nuestros experimentos, 
ACh (ver figura 37.A, B y C, línea continua), observamos como oxo-M es 
prácticamente igual de potente a este agonista en todas las poblaciones de ovocitos 
estudiadas. Así, la potencia relativa de Oxo-M a ACh es de 0,89 en ovocitos 1:9, e 
igual a 1,2 en ovocitos 9:1. Si recordamos la potencia relativa a ACh de la molécula 
Oxo-M en ovocitos 1:1, ésta era de 0,73, lo que está de acuerdo con los presentes 
datos. 
 
TABLA 9. Efecto funcional de oxo-M sobre los receptores α3β4 bovinos 
expresados en ovocitos en proporciones extremas de subunidades. 
 
 CE50 (µM) I/Imax Ach (µA) 
Potencias 
relativas nH n 
α3β4 1:9 
ACh 
 
 
206,61±16,74 
 
 
1 
 
1 
 
1,34±0,07 
 
9/3 
oxo-M 232,69±5,8 0,33±0,04 0,89 1,67±0,3 3/2 
α3β4 1:1 
ACh 
 
 
171,68±10,31 
 
 
1 
 
1 
 
 
1,41±0,06 
 
 
 
5/2 
oxo-M 234,4±47,30 0,35±0,03 0,73 1,67±0,26 8/3 
α3β4 9:1 
ACh 
 
 
 
319,38±37,91 
 
 
1 
 
1 
 
2,31±0,15 
 
5/5 
oxo-M 273,97±30,7 0,35±0,05 1,2 1,59±0,24 9/3 
 
CE50, Imax y el coeficiente de Hill (nH) se representan como la media ± E.M.S del ajuste de cada curva 
concentración-respuesta individual a la ecuación de Hill. Las potencias relativas se estimaron a partir de la 
potencia media de las curvas individuales resultantes de un ajuste libre y se expresan en relación a ACh. 
“n” es el número de ovocitos estudiados procedentes de al menos dos donadores diferentes.  
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Fig. 37. Curvas concentración-respuesta a ACh y oxo-M en ovocitos α3β4 bovinos.                                                                                                                                                                                                                        
ACh y oxo-M ejercieron un efecto similar sobre sobre los receptores α3β4 bovinos con dos (▲) o tres (□) 
subunidades α. (A), (B) y (C) muestra las curvas concentración-respuesta para ACh y oxo-M 
(normalizadas respecto a la Imax evocada por cada agonista) en un intento de estimar las potencias 
relativas de ambos agonistas en ovocitos inyectados con las proporciones de subunidades 1:1 (● o ○); 1:9 
(▲ o ∆); 9:1 (■ o □). Obsérvese la misma potencia de oxo-M y ACh en cada población de ovocitos (0.89 
vs. 1.2  veces respecto de la CE50 de la curva concentración-respuesta  a ACh en ovocitos 1:9 y 9:1 
respectivamente). Las potencias relativas a ACh también se muestran en la tabla 9.  
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4.2.3. Modulación diferencial por Zn2+ en ovocitos α3β4 1:9 y 9:1. 
En los dos apartados anteriores mostramos como la estequiometría del receptor 
influye sobre las propiedades funcionales del nAChR α3β4. ¿Cuál es la base 
estructural para estas diferencias? Por homología al nAChR del pez Torpedo, se 
piensa que los sitios de unión a ACh en el receptor α3β4 se localizan en las interfases 
de las subunidades α3(+) y β4(-). Dado que estas interfases están presentes en las 
dos supuestas estequiometrías del receptor α3β4, las diferencias funcionales entre los 
nAChRs (α3)2(β4)3 y (α3)3(β4)2 no pueden atribuirse a la estructura de los sitios de 
unión a ACh. Una posible explicación es que la quinta subunidad, que no contribuye al 
bolsillo de unión y que difiere en ambos tipos de receptores, puede contribuir en la 
formación de dominios específicos de cada estequiometría que pueden influir a su vez 
en la función del receptor. Para explorar esta posibilidad y para un mejor 
entendimiento de la relación estructura–función de las dos formas alternativas del 
receptor α3β4, estudiamos la sensibilidad de (α3)2(β4)3 y (α3)3(β4)2 a la modulación por 
Zn2+. El Zn2+ es un catión divalente y se ha descrito que puede modular al nAChR 
α3β4 (Hsiao y col., 2001) 
La función de la superfamilia de receptores con lazo Cys en el cerebro está muy 
influenciada por Zn2+ que, durante la actividad neuronal, puede alcanzar 
concentraciones de hasta 300 µM (Assaf y col., 1984; Vogt y col., 2000). Se han 
identificado residuos aminoacídicos que forman el sitio de unión a Zn2+ en los 
receptores GABAA (Hosie y col., 2003) y en receptores de glicina sensibles a estricnina 
(Miller y col., 2005). Se ha demostrado también que los nAChRs neuronales exhiben 
una modulación diferencial por el ión Zn2+ en el SNC e in Vitro dependiendo de la 
composición de subunidades del receptor. El Zn2+ inhibe los receptores α7 
homoméricos a concentraciones micromolares (Palma y col., 1996), mientras que en 
los receptores α4β4, α4β2, α3β4, α2β2, pero no en los α3β2, concentraciones 
submilimolares potencian las respuestas a ACh (Garcia-Colunga y col., 2001; Hsiao y 
col., 2001). Todos los miembros de la familia de los receptores nicotínicos comparten 
una drástica reducción en sus valores de conductancia en presencia de 
concentraciones milimolares de Zn2+. 
Tanto en la familia de receptores con lazo Cys como en los receptores de NMDA la 
composición de subunidades juega un papel crucial en la modulación por Zn2+, 
destacando la contribución diferencial de las interfases entre las subunidades en los 
efectos mediados por Zn2+ (Paoletti y col., 1997; Hosie y col., 2003; Miller y col., 2005). 
Por ejemplo, se ha descrito que los receptores de GABAA con una composición en 
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subunidades α y β son 3.400 veces más sensibles a zinc comparados con sus 
homólogos αβγ (Smart y col., 1991) 
En el mejor caracterizado receptor nicotínico α4β2, se ha descrito que la potenciación 
por Zn2+ de respuestas submáximas a ACh es específica de la estequiometría y  solo 
ocurre en receptores con tres copias de la subunidad α (Moroni y col., 2008). Se han 
identificado aminoácidos específicos en la interfase α4-α4 como fundamentales para la 
potenciación, en particular residuos acídicos en el lazo C amino-terminal del lado + de 
la interfase entre subunidades, junto con residuos de histidina en el lazo F, lado – (ver 
figura 38.C.). La comparación de las secuencias proteicas α3, β4, α4 y β2 muestra 
residuos equivalentes entre las subunidades α4 y β2 y la subunidad β4 humana y 
bovina, pero no con la subunidad α3 de ambas especies. 
La homología con el receptor α4β2 y el estudio comparativo inicial de las secuencias 
sugieren que podría existir una interfase potencial de modulación por Zn2+ en el 
receptor α3β4 y que posiblemente ésta sería la interfase β4-β4, al estar solo presente 
en la forma con dos subunidades α del receptor α3β4 (que se expresa en ovocitos con 
proporciones de ARNm α:β 1:1 y 1:9). Hemos verificado esta hipótesis mediante el 
estudio del efecto del Zn2+ sobre las dos estequiometrías del receptor α3β4 en 
ovocitos, obteniendo los resultados que se exponen a continuación. 
Los trazos de la figura 38.A. muestran el efecto de concentraciones ascendentes de 
Zn2+ en las corrientes de entrada evocadas por ACh 100 µM en el receptor α3β4 
humano expresado en ovocitos 1:9 y en ovocitos 9:1. Este valor de concentración se 
corresponde con la CE50 del receptor α3β4 1:9 y la CE10 del α3β4 9:1. En la figura 
38.B. se representan las curvas concentración-respuesta correspondientes al 
promedio de las respuestas normalizadas. Como pensábamos, no se observó 
potenciación de las respuestas a ACh en los receptores con tres subunidades α del 
receptor α3β4 (α3β4 9:1; □): el Zn2+ inhibió las corrientes generadas por ACh con una 
CI50 de 1,37±0,21 mM y un nH de 1,28±0,23 (n=4 de 2 donadores). Por el contrario, 
Zn2+ exhibió un comportamiento complejo en la forma con 2 subunidades α para el 
receptor α3β4 (α3β4 1:9; ▲). Concentraciones bajas de Zn2+ (de 0,3 a 2 mM) 
potenciaron las respuestas a ACh hasta un 54,29±8,12% (p<0,05; t-Test student), 
obteniéndose valores de CE50 y nH de 251,76±33,6 µM y 2,3±0,2, respectivamente. 
Concentraciones mayores a 2 mM inhibieron las respuestas a ACh con una CI50 de 
3,11± 0,8 mM y un nH de 2.1 ± 0.2 (n=5 de dos donadores). 
El hecho de que las respuestas del receptor α3β4 con dos subunidades α a ACh 
pueden ser potenciadas o inhibidas dependiendo de la concentración de Zn2+, 
concuerda con los resultados obtenidos por Hsiao y colaboradores en 2001, en 
ovocitos inyectados con ARNm α3 y β4 en proporción 1:1. Este resultado confirma a 
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Loop C (+ side) Loop F (- side)
Human
α4 Y E C C A E I Y            α4 N M H S R V D Q L D F W E S G E
α3 Y N C C E E I Y            β4 L  K T P T A S M D D F T  P S G E
β2 P D D S  - T - Y            α3 L  I  G  S S M N L K D Y W E S G E
β4 P Q D P  - S - Y
Bovine
α3 Y N C C E E I Y            β4 L  K M P T A S M D D F  T  P S G E
β4 P Q D P  - S - Y α3 L  I  G S S M N  L K D Y W E S G E
su vez nuestra afirmación de que los ovocitos inyectados con igual cantidad de ARNm 
α3 y β4 expresan preferentemente el receptor con dos subunidades α (Boorman y col., 
2000). 
 A 
 
B 
 
 
 
 
 
 
C 
 
 
Fig. 38. Sensibilidad diferencial a la modulación por Zn2+ de las dos formas alternativas del nAChR α3β4 
humano expresadas heterólogamente en ovocitos de Xenopus. Los trazos en (A) representan corrientes originales 
activadas por ACh 100 µM en el receptor (α3)2 (β4)3 (izquierda, proporción 1:9 de subunidades α:β inyectadas) y en el 
receptor (α3)3(β4)2 (derecha, proporción de subunidades 9:1) en presencia de concentraciones crecientes del ión Zn2+. 
El Zn2+ se aplicó junto con ACh durante 5 s (barra superior al trazo) en cada ovocito. La figura (B) muestra las curvas 
concentración-respuesta a Zn2+ para el receptor con tres subunidades α (□) y para el receptor con dos subunidades α 
(▲). Las curvas representadas son resultado del promedio de curvas obtenidas en ovocitos individuales y se 
adjustaron a la ecuación de Hill o a la suma de dos ecuaciones de Hill, respectivamente. Obsérvese como el Zn2+ 
potenció solo las respuesta a ACh en los ovocitos que expresaban la estequiometría con dos subunidades α. *P<0,05 
cuando comparamos con la corriente generada por la ACh en ausencia de Zn2+. La tabla (C) muestra el alineamiento 
de la secuencia del lazo C y del lazo F de distintas subunidades nicotínicas. En negrita se muestran los residuos de las 
subunidades α4 y β2 implicados en la modulación por Zn2+ de las respuestas a ACh en el receptor α4β2 y los 
correspondientes residuos  en la subunidad β4. 
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Sin embargo, en el caso del receptor α3β4 bovino albergábamos ciertas dudas en cuanto a 
si éste era potenciado o no por Zn2+ puesto que al estudiar la secuencia de la subunidad β4 
no encontramos residuos acídicos equivalentes a aquellos localizados en el lazo F, lado − 
de la subunidad α4 del receptor α4β2 (ver figura 38.C.). Realizamos experimentos similares 
a los anteriormente descritos para estudiar el efecto del Zn2+ sobre las dos formas del 
receptor α3β4. Los trazos de la figura 39.A. muestran el efecto de concentraciones 
ascendentes de Zn2+ en las corrientes de entrada generadas por 50 µM de ACh para el 
receptor α3β4 bovino expresado en ovocitos 1:9 y en ovocitos 9:1. Este valor de 
concentración se corresponde aproximadamente con la CE20 de las dos formas del receptor 
α3β4 bovino. En la figura 39.B. se representan el promedio de las respuestas normalizadas 
resultantes de la co-aplicación de Zn2* a concentraciones de 200, 500 µM y 2 mM con ACh. 
Elegimos estos valores de Zn2+ al encontrarse en el rango de concentración con mayor 
efecto potenciador sobre la forma con dos subunidades α. Al igual que lo observado 
anteriormente, no se observó potenciación de las respuestas a ACh en los receptores con 
tres subunidades α del receptor α3β4 (α3β4 9:1; barras en blanco) (n=5, 2 donadores), 
produciéndose una disminución progresiva de las respuestas a mayores concentraciones 
de Zn2+. Por el contrario, el Zn2+ ejerció su efecto potenciador en la forma con dos 
subunidades α para el receptor α3β4 bovino (α3β4 1:9; barras grises), intuyéndose su 
comportamiento bifásico al observarse un 17,75±1,54 % (p<0,05; t-Test) de inhibición a la 
mayor concentración de Zn2+ estudiada. El Zn2+ potenció las respuestas a ACh hasta un 
36,17±3,32% (p<0,05; t-Test; n=6, 2 donadores). 
 
A 
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Fig. 39. Sensibilidad diferencial a la modulación por Zn2+ de las dos formas alternativas del nAChR 
α3β4 bovino expresadas heterólogamente en ovocitos de Xenopus. La figura (A) muestra corrientes 
originales activadas por la CE20 de ACh para los receptores (α3)2(β4)3 (izquierda, proporción 1:9 de 
subunidades α:β inyectadas) y (α3)3(β4)2 (derecha, proporción 9:1 de subunidades α:β inyectadas) en 
presencia de concentraciones crecientes de Zn2+. El Zn2+ se aplicó junto con ACh durante 5 s (ver barra 
superior al trazo). La figura (B) muestra las respuestas expresadas como el porcentaje de corriente 
evocado por ACh 50 µM en cada tipo de receptor α3β4 estudiado.  La gráfica de barras se construyó a 
partir de la media ± E.M.S de los datos recopilados. Obsérvese como el ión Zn2+ potenció solo las 
respuestas a ACh en los ovocitos que expresaban la estequiometría con dos subunidades α del receptor 
(α3β4 1:9, barras en gris). **P<0.01 y *P<0.05, cuando comparamos con la corriente potenciada o 
bloqueada por Zn2+ con la corriente generada por ACh 50 µM en ausencia del ión. 
 
 
4.2.4. Los receptores expresados en ovocitos α3β4 1:9 y 9:1 difieren en sus 
propiedades a nivel de canal único. 
Como ya hemos comentado anteriormente los nAChRs α3β4 expresados en ovocitos 
abren mayoritariamente en ráfagas duraderas de baja conductancia (Sivilotti y col., 
1997; Boorman y col., 2003), lo que interpretado según los resultados descritos en los 
apartados anteriores sugiere que estas aperturas son resultado de la actividad de 
receptores (α3)2(β4)3. Similares resultados se obtienen cuando las subunidades α3 y 
β4 se transfectan de forma estable en fibroblastos de ratón en una proporción 1:1, 
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donde además se observan la actividad de un tipo de canal adicional, con ráfagas más 
cortas y una mayor conductancia de 36 pS (Lewis y col., 1997).  
Los resultados publicados por el grupo de la Dra. Sivilotti (Krashia y col., 2010) 
realizados en células HEK293 transfectadas con receptores α3β4 humano 
(experimentos realizados en paralelo a los que se describen a continuación), 
demuestran que las células de mamífero pueden expresar los dos tipos de canales 
con las características ya mencionadas dependiendo de la proporción de subunidades 
α:β inyectada, sugiriendo la posibilidad de que los canales que abren en ráfagas cortas 
y con alta conductancia se corresponden con la estequiometría de tres subunidades α. 
Resultados similares que respaldan esta hipótesis se obtuvieron en los experimentos 
que se describen a continuación.  
Los trazos representados en la figura 40 se corresponden a corrientes representativas 
de registros de canal único generadas por la aplicación de ACh 5 µM en parches cell-
attached a un potencial de -100 mV. Se utilizaron ovocitos inyectados con ARNm 
humano para las subunidades α3 y β4 en las proporciones 1:9 (A) y 9:1 (B). Al 
observar los trazos se evidencia que las aperturas de los receptores presentes en los 
parches 1:9 son de menor amplitud y que se producen en ráfagas más duraderas, 
asemejándose al comportamiento de los canales α3β4 humanos expresados en 
ovocitos con una proporción de subunidades 1:1 (Boorman y col., 2003), cuya 
estequiometría es 2α:3β (Boorman y col., 2000). Por otro lado, en los ovocitos 9:1 
observamos una segunda clase de aperturas más cortas y de mayor conductancia.  
Se realizaron registros de intensidad de las respuestas a ACh a distintos potenciales, 
desde -40 a -100 mV. Estos datos se representaron en las gráficas que se muestran 
en la figura 40 para realizar su ajuste a una línea recta, cuya pendiente nos da los 
valores de conductancia para los canales α3β4 humanos expresados en ovocitos 1:9 
(C,▲) y 9:1 (□, D). Los valores de conductancia de estos canales fueron de 
29,12±1,52 pS (3 parches) y 39,34±2,12 pS (4 parches), respectivamente (p<0,05; t-
Test). 
En el caso de los ovocitos inyectados con subunidades bovinas obtuvimos resultados 
similares. Los trazos representados en la figura 41 se corresponden a corrientes 
originales de registros de canal único generadas por la aplicación de ACh 5 µM en 
parches cell-attached a un potencial de -100 mV. Se realizó la estrategia habitual de 
inyección utilizando en este caso ARNm bovino para la obtención de receptores α3β4 
con dos (A) y tres subunidades α (B). Como en el caso anterior, los ovocitos 
inyectados con una proporción de ARNm bovino α3:β4 1:9 presentan aperturas de los 
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canales de menor amplitud y se producen en ráfagas más duraderas; mientras que en 
los ovocitos 9:1 observamos la segunda clase de aperturas más cortas y de mayor 
conductancia. 
 
Fig. 40. Propiedades de las corrientes unitarias del receptor α3β4 humano expresado mediante la 
inyección de proporciones extremas en ovocitos de Xenopus oocytes. (A) y (B) representan 
ejemplos de corrientes cell-attached evocadas por ACh 5 µM, en ovocitos transfectados con ARNm de las 
subunidades α3 y β4 en proporción 1:9 (arriba) y 9:1 (abajo). Los parches se mantuvieron a -100 mV. Las 
secciones subrayadas se han maximizado a la derecha. El promedio de las amplitudes de las corrientes 
de canal único a diferentes potenciales se representan en C para el receptor α3β4 1:9 (▲, 3 parches) y en 
D para el receptor α3β4 9:1 (□, 4 parches). Obsérvese la mayor pendiente de la recta y, por consiguiente, 
la mayor conductancia de los canales expresados en ovocitos 9:1. 
 
La figura 41 muestra también el ajuste lineal de la representación de los datos de 
intensidad vs. voltaje (potenciales desde -30 a -100 mV) para el cálculo de los valores 
de conductancia para cada forma del receptor bovino. Los valores de conductancia 
fueron para los canales expresados en ovocitos 1:9 (C,▲) de 26,92±2,21 pS (3 
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parches) y para los canales de los ovocitos 9:1 (□, D) de 38,01±0,94 pS (4 parches) 
(p<0,001; t-Test).  
 
Fig. 41. Propiedades de las corrientes unitarias del receptor α3β4 bovinos expresados mediante la 
inyección de proporciones extremas en ovocitos de Xenopus oocytes. (A) y (C) representan 
ejemplos de corrientes cell-attached evocadas por ACh 5 µM en ovocitos transfectados con una 
proporción de ARNm de las subunidades α3 y β4 RNA de 1:9 (arriba) y 9:1 (abajo). Los parches se 
mantuvieron a -100 mV. Las secciones subrayadas se muestran expandidas a la derecha. El promedio de 
las amplitudes de las corrientes de canal único a diferentes potenciales se representan en C para el 
receptor α3β4 1:9 (▲, 3 parches) y en D para el receptor α3β4 9:1 (□, 4 parches). Obsérvese la mayor 
pendiente de la recta y, por consiguiente, la mayor conductancia de los canales expresados en ovocitos 
9:1. 
 
4.3.-EXPRESIÓN DE LAS ESTEQUIOMETRÍAS DEL nAChR α3β4 HUMANO 
MEDIANTE CONCATENACIÓN DE LAS SUBUNIDADES  
Los resultados presentados en el apartado anterior sugieren que en cada 
estequiometría existen interfases de subunidades específicas que pueden conferir 
características funcionales distintas a cada forma del receptor, como por ejemplo la 
interfase β4/β4 en el receptor (α3)2(β4)3 o la α3/α3 en el receptor (α3)3(β4)2. Sin 
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embargo, el estudio de su potencial papel en las propiedades del receptor nativo 
puede dificultarse por el hecho de que en estos receptores pueden existir otras 
isoformas de las subunidades α o β que pueden dar lugar a interfases homólogas en 
cuanto a su papel funcional. Los receptores compuestos por múltiples subunidades 
diferentes no se pueden analizar mediante expresión recombinante de la mezcla de 
las subunidades monoméricas ya que se formarían distintas poblaciones de receptores 
en el mismo sistema de expresión heteróloga. Las incertidumbres que emergen de la 
posible existencia de una tercera subunidad distinta en el receptor nativo se agravan 
con el problema de la existencia de heterogeneidad en la estequiometría del receptor 
expresado en sistemas recombinantes. Hasta ahora, se ha descrito que la inyección 
de las subunidades en proporciones extremas permite el estudio por ejemplo de dos 
poblaciones de receptores α4β2 homogéneas en ovocitos de Xenopus (Moroni y col., 
2006). Nuestros resultados revelan que esta estrategia es también válida para el 
estudio de las dos formas del receptor α3β4. Sin embargo, existe la posibilidad de la 
contaminación minoritaria de una de las dos isoformas (véase los resultados 
publicados en relación con las propiedades de canal único en (Krashia y col., 2010), lo 
cual hace a esta técnica imprecisa a la hora de caracterizar las propiedades 
funcionales y farmacológicas de cada isoforma del receptor α3β4. 
Una estrategia que solventa los problemas derivados de la heterogeneidad de 
estequiometrías de un receptor y de la presencia de distintas isoformas de 
subunidades en el mismo sistema de expresión es la producción de receptores con 
una estequiometría forzada. En estos receptores, la disposición de las subunidades se 
fija mediante un ordenamiento predeterminado de subunidades que se unen a nivel de 
ADN para obtener proteínas de fusión. Recientemente, se ha logrado con éxito la 
expresión de receptores GABAA (Baumann y col., 2001; Baumann y col., 2002; 
Baumann y col., 2003), y nAChRs  del subtipo α3β4 (Groot-Kormelink y col., 2006) y 
del  subtipo α4β2 (Carbone y col., 2009) formados por subunidades concatenadas. Tal 
y como muestran los estudios sobre los receptores GABAA concatenados, esta 
aproximación ofrece la única posibilidad para el estudio del efecto posicional de 
mutaciones puntuales (Baumann y col., 2003; Baur y col., 2005) y de los efectos 
derivados de la presencia de otras isoformas de subunidades en el receptor (Minier y 
col., 2004; Boulineau y col., 2005). 
Basándonos en esta aproximación, se intentó la expresión de las dos supuestas 
estequiometrías para el nAChR α3β4 mediante la concatenación de las subunidades, 
con el objetivo de crear un modelo que pudiera facilitar la dilucidación de los 
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mecanismos estructurales subyacentes a las características funcionales de los 
receptores (α3)2(β4)3 y (α3)3(β4)2. Hasta la fecha se han utilizado varias estrategias 
para construir concatémeros de los receptores de la familia con lazo Cys. Por ejemplo, 
en el caso de los receptores GABAA se han utilizado combinaciones de dímeros y 
trímeros de subunidades y, más recientemente, la concatenación de las cinco 
subunidades en un único pentámero, para dar lugar a un receptor funcional cuando se 
expresa en ovocitos de Xenopus. Los receptores así formados poseen propiedades 
similares a los receptores formados a partir de subunidades no-concatenadas 
(Baumann y col., 2001; Baumann y col., 2002; Minier y col., 2004; Boulineau y col., 
2005). En cuanto a los receptores nicotínicos, se han usado hasta ahora 
construcciones de subunidades en tándem formadas por dos subunidades ligadas 
mediante un elemento enlazador sintético formado por los aminoácidos alanina-glicina-
serina para forzar la estequiometría del receptor α4β2. Sin embargo, esta 
aproximación puede dar lugar a la formación de dipentámeros (Zhou y col., 2003) o 
que las subunidades concatenadas no se incorporen totalmente en la estructura 
pentamérica del receptor, formándose una población de receptores heterogénea en el 
caso de la expresión del nAChR (α3)2(β4)3 mediante esta técnica (Groot-Kormelink y 
col., 2004). Sin embargo, se ha conseguido la expresión funcional de este receptor 
mediante la unión de las subunidades en un concatémero pentamérico, sin alteración 
de sus propiedades funcionales. Conociendo las ventajas e inconvenientes de cada 
una de las estrategias mostradas, escogimos la combinación de dímeros y trímeros de 
subunidades α3 y β4, teniendo como referencia los resultados satisfactorios hallados 
en el caso de los receptores GABAA, y a que se reduce considerablemente las etapas 
de ligación-restricción, contemplando la posibilidad futura de la unión del dímero y el 
trímero en un pentámero. Basándonos en el caso de los receptores GABAA, se 
utilizaron para la unión de las subunidades del receptor elementos enlazadores de 
longitud variable que contenían tres residuos de aminoácidos diferentes (glutamina, 
prolina y alanina). Este elemento enlazador tiene la característica de ser soluble en 
agua y de carecer de estructura secundaria (conformación random coil), lo que le 
hacen ser ideal para este propósito. Además, se eliminó el péptido señal de cada 
subunidad excepto de la primera, con el fin de evitar efectos impredecibles (p.e., 
inserciones no deseadas de la proteína en la membrana, interferencia en el 
ensamblaje de las subunidades o proteolisis de la unión entre las unidades) (Baur y 
col., 2006). Se siguió la aproximación usada para construir el nAChR α3β4 
concatenado (Groot-Kormelink y col., 2006), utilizando el mismo orden de subunidades 
para crear nuestros dímeros y trímeros. Este apartado describe la expresión y la 
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caracterización funcional en ovocitos de Xenopus de los receptores (α3)2(β4)3 y 
(α3)3(β4)2 humanos concatenados mediante la estrategia descrita.  
 
4.3.1.-La coinyección de las construcciones β4-β4-α3+β4-α3 ó β4-β4-α3+β4-α3 
produce receptores con similares características funcionales a los 
receptores (α3)2(β4)3 y (α3)3(β4)2 formados a partir de subunidades no 
ligadas. 
La figura 42.A. muestra la expresión funcional medible de las construcciones 
concateméricas en ovocitos de Xenopus tras 72 horas después de la microinyección 
de las subunidades humanas concatenadas β4-β4-α3+β4-α3 y β4-α3-α3+β4-α3. Las 
corrientes máximas medibles fueron de 85,20±34,07 nA (n=4, 3 donadores, 24 ng de 
ARNm por ovocito) y 375,39±8 nA (n=6, 2 donadores, 24 ng de ARNm por ovocito) 
respectivamente. Estos valores son entre 55 y 10 veces menores que las corrientes 
obtenidas en los receptores formados a partir de las subunidades no concatenadas, 
cuyos valores  promedio fueron para los receptores α3β4 1:9 de 4,67±1,64 µA (n=4, 3 
donadores, 5 ng de ARNm por ovocito) y para los receptores α3β4 9:1 de 3,91±0,95 
µA (n=5, 5 donadores, 5 ng de ARNm por ovocito) (ver tabla 8). 
Las propiedades funcionales de los receptores concatenados fueron muy similares a 
las de los receptores formados a partir de las subunidades no concatenadas. En el 
caso del receptor (α3)2(β4)3, las curvas concentración-respuesta a ACh obtenidas 
indicaron que la concatenación de las subunidades no modificó prácticamente los 
parámetros del agonista, ya que se obtuvo un valor de CE50 de 108,43±12,30 µM (n=4, 
3 donadores) frente a una CE50 de 97,91±9,83 µM (n=4, 3 donadores) en los 
receptores α3β4 1:9, aunque sí modificó los valores del coeficiente de Hill 
(nH=1,8±0,39 versus 1.09±0,24) (p<0,05; t-Test). (Figura 42.B.) 
De forma similar, para el receptor (α3)3(β4)2 la concatenación de las subunidades tuvo 
muy poco efecto sobre la curva concentración-respuesta a ACh. El análisis de las 
curvas concentración-respuesta mostró valores de CE50 muy similares (235,24±22,59 
µM, n=5, 2 donadores versus 256,71±47,44 µM, n=5, 5 donadores, para el receptor 
concatemérico y el receptor formado por las subunidades libres respectivamente). Sin 
embargo, sí que se observó una gran diferencia en los valores de los coeficientes de 
Hill obtenidos (1,15±0,06 y 3,04±0,33, respectivamente; p<0,01; t-Test. (Figura 42.C.) 
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Fig. 42. Los nAChRs (α3)2(β4)3 y (α3)3(β4)2 humanos expresados a partir de construcciones 
concateméricas exhiben una sensibilidad a ACh similar a los receptores expresados a partir de 
subunidades monoméricas. Los trazos en (A) son ejemplos de corrientes de entrada originadas por la 
aplicación de diferentes concentraciones de ACh (en µM) y registradas en ovocitos inyectados con la 
combinación de ARNms β4-β4-α3+β4-α3 (arriba) y β4-α3-α3+β4-α3 (abajo), tal y como se indica en la 
figura. Las células se mantuvieron a -70 mV. La duración de la aplicación de ACh fue de 5 s, como se 
indica en la barra superior a cada trazo. Las curvas concentración-respuesta para la ACh (normalizadas 
respecto a la Imax evocada por ACh 1mM) en ovocitos inyectados con las mencionadas mezclas (β4-β4-
α3+β4-α3 ▲; β4-α3-α3+β4-α3 ■; líneas discontinuas) se muestran en (B) y (C). Para facilitar la 
comparación, también se representan las curvas concentración-respuesta a ACh de los receptores 
formados a partir de subunidades no ligadas (∆ para ovocitos α3β4 1:9 y □ para  ovocitos α3β4 9:1). Los 
datos representados resultan de la media de 4-5 experimentos llevados a cabo en ovocitos procedentes 
de al menos 3 donadores diferentes.   
 
1 10 100 1000
0
20
40
60
80
100
120
 β4-α3-α3+β4-α3
α3β4 9:1
R
es
pu
es
ta
 N
or
m
al
iz
ad
a 
(%
)
Concentración de ACh (µM) (log)
Anabel Sánchez García: Receptores Nicotínicos α3β4 
   117 
 
4.3.2. Los receptores concateméricos funcionales expresados son resultado de 
la completa incorporación a la membrana de las proteínas de fusión. 
Pudiera ocurrir que la incorporación del dímero y/o del trímero al nAChR α3β4 humano 
ocurriera de forma incompleta o parcial, siendo este problema difícil de detectar tal y 
como se ha descrito en trabajos previos (Groot-Kormelink y col., 2004). En 
consecuencia, se estudió si este problema ocurría para los receptores creados a partir 
de la combinación del dímero con cada trímero y si estos receptores contenían las 
subunidades correctas, tal y como dictaba el diseño de las construcciones. Para ello 
se llevaron a cabo una serie de controles, tal y como se detalla a continuación. 
En primer lugar, se verificó que el ARNm sintetizado in vitro fuera puro y tuviera la 
correcta longitud para descartar que se hubiera producido la rotura o degradación del 
mismo. Es probable que si existe la suficiente contaminación por productos de 
degradación del ARNm, los receptores funcionales que observamos no se formen a 
partir de las construcciones concateméricas sino a partir de subunidades monoméricas 
contaminantes. La evaluación de los ARNm concateméricos mediante geles de 
electroforesis (ver Fig. 43) mostró que el material genético del que partíamos no 
poseía impurezas o productos de degradación, ya que el ARNm, tanto dimérico como 
trimérico (líneas 4, 5 y 6)  mostró una única banda limpia con el apropiado peso 
molecular (~ 1,5 Kb para las subunidades libres, ~ 3 Kb para el dímero y ~4,6 y ~4,5 
Kb para los trímeros β4-β4-α3 y β4-α3-α3 respectivamente). 
Naturalmente, la degradación del ARNm puede ocurrir en el interior del ovocito tras la 
inyección o a nivel de proteína, por lo que existe el riesgo de que el esfuerzo realizado 
para llevar a cabo la unión de las subunidades para fijar su estequiometría y topología 
dentro del receptor sea en vano. Otro problema añadido es la posibilidad de que el 
dímero o los trímeros sean capaces de combinarse consigo mismos dando lugar a 
receptores funcionales erróneos como son los dímeros de pentámeros, produciendo 
poblaciones de receptores de estequiometría heterogénea. Este ensamblaje incorrecto 
de las construcciones concateméricas se ha descrito para los dímeros α4-β2 creados 
para reproducir las dos estequiometrías del nAChR α4β2 en el grupo de Jon Lindstrom 
(Zhou y col., 2003) y para otros dímeros creados para reproducir las estequiometrías 
de otros subtipos de nAChR (Groot-Kormelink y col., 2004). En consecuencia, se 
estudió si el dímero y los trímeros creados exhibían expresión funcional cuando éstos 
se inyectaban solos en ovocitos de Xenopus. Se realizaron registros electrofisiológicos 
en presencia de ACh 1mM en estos ovocitos, no observándose respuestas medibles 
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(n=32 para cada concatémero, procedentes de al menos 14 donadores distintos, 12-24 
ng de ARNm por ovocito). Este resultado indica que estas construcciones en particular 
no producen ensamblajes erróneos (loops, dímeros de pentámeros…), descartándose 
también la degradación del ARNm concatemérico o la proteolisis del dímero y trímeros 
en el interior del ovocito, dando lugar con una alta probabilidad a receptores con una 
estequiometría homogénea. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 
43. Gel de electroforesis de ARN para analizar las contrucciones concateméricas de ARNm 
inyectadas en Xenopus laevis. Aproximadamente 500 ng de ARNm de las subunidades β4 y α3, del 
dímero β4-α3 y de los trímeros β4-β4-α3 y β4-α3-α3 se separaron en un gel de agarosa al 1,5%. El 
marcador de peso molecular 1kb se muestra a la izquierda del gel. Los tamaños teóricos de los ARNms 
son 1,5 Kb para las subunidades libres, 3 Kb para el dímero y 4,6 y 4,5 Kb para los trímeros β4-β4-α3 y 
β4-α3-α3 respectivamente. Como se observa en el gel los productos de ARNms inyectados no se 
encontraban degradados.  
 
Para corroborar este resultado decidimos idear un test funcional sensible para 
descartar con seguridad la presencia de productos de degradación y la incorporación 
incompleta del dímero y/o trímero en el receptor. La aproximación elegida se basa en 
una mutación reportera utilizada previamente en otros trabajos para el estudio de la 
estequiometría de los receptores α3β4 y α3β4β3 (Boorman y col., 2000; Groot-
Kormelink y col., 2004; Groot-Kormelink y col., 2006): en concreto, la mutación del 
aminoácido hidrofóbico leucina 9´ al residuo hidrofílico treonina (L9´T), presente en el 
segundo dominio transmembrana del receptor nicotínico. La mutación L9´T en el poro 
del receptor hace a éste más sensible al agonista (Revah y col., 1991), probablemente 
por estabilización del estado abierto del canal, lo que se traduce en un retraso en la 
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desensibilización del receptor y en una disminución de la CE50 al agonista, siendo la 
extensión de esta disminución aproximadamente proporcional al número de 
subunidades mutantes en el pentámero (Labarca y col., 1995; Chang y col., 1996; 
Chang y col., 1999). 
La figura 44.B muestra el efecto de la introducción de la mutación L9´T solo en la 
primera subunidad β4 del trímero β4-β4-α3 (♦, tercera curva de izquierda a derecha), 
solo en la subunidad β4 del dímero β4-α3 (▲, segunda curva de izquierda a derecha) 
y el efecto de la combinación del trímero y dímero mutantes ya mencionados (doble 
mutantes) (●, primera curva a la izquierda) en el receptor β4-β4-α3+β4-α3 (■, primera 
curva a la derecha). La mutación produjo progresivos desplazamientos hacia la 
izquierda de la curva concentración-respuesta a ACh, siendo el desplazamiento mayor 
cuando la mutación se expresó en la subunidad β4 del dímero que cuando ésta se 
expresó en el trímero. En consecuencia, se produjo una disminución del valor de la 
CE50 del receptor concatemérico silvestre desde 108,43±12,3 µM a los valores de 
68,19±8,04 µM en el receptor mutante β4L9´T-β4-α3+β4-α3 (p<0,05; t-Test; n=8) y de 
5,15±1,51 µM en el receptor mutante β4-β4-α3+β4L9´T-α3 (p<0,01; t-Test; n=3). El 
máximo efecto se observó cuando tanto el dímero como el trímero portaban la 
mutación, obteniéndose una CE50 de 1,04±0,14 µM en el receptor doble mutante 
β4L9´T-β4-α3+β4L9´T-α3 (p<0,001; t-Test; n=4). En la figura 44.C se muestran 
representadas las mismas curvas concentración respuesta a ACh pertenecientes al 
receptor β4-β4-α3+β4-α3 silvestre, a los simples mutantes y al doble mutante, pero 
forzados a tener un nH=1 para que estas sean paralelas y el cálculo de las distancias 
entre las curvas sea más exacto, lo que nos dará la razón de disminución de la CE50 
en cada caso. En la tabla 10 se muestran los valores de las nuevas CE50 calculadas a 
partir de las curvas concentración respuesta con un nH=1, así como las razones de 
reducción. Vemos como la mutación en la posición 1 del trímero hace que la CE50 
disminuya dos veces, mientras que la mutación de la subunidad β4 del dímero, hace 
que éste receptor sea más sensible a ACh unas 35 veces. La combinación de ambas 
mutaciones hace que el receptor aumente su sensibilidad casi en 126 veces, lo que 
concuerda con las razones de disminución de la CE50 a ACh indicadas anteriormente, 
sugiriendo un efecto multiplicador de las dos mutaciones tal y como se podía deducir 
de los trabajos de (Labarca y col., 1995; Chang y col., 1996; Boorman y col., 2000). 
Sin embargo, pudimos observar que el grado de participación de las subunidades en el 
estado abierto-cerrado del poro iónico no es el mismo para el mismo subtipo de 
subunidad dentro del receptor pentamérico, oponiéndose nuestros resultados a los 
descritos por los autores mencionados líneas más arriba. Esta aproximación nos 
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permitió ver claramente como las subunidades dentro de un mismo receptor no son 
simétricas, indicando una contribución diferencial de las subunidades β4 al “gate” del 
canal, muy posiblemente debido a su posición dentro del pentámero y a la naturaleza 
de las subunidades que la acompañan. 
A 
 
 
 
 
 
 
                                         
B                                                                             C  
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 44. El efecto de la mutación L9’T en las subunidades β4 sobre la sensibilidad a ACh en el receptor 
(α3)2(β4)3 concatenado es progresiva y no-equivalente. Los trazos en (A) son ejemplos de corrientes de entrada 
originadas por la aplicación de diferentes concentraciones de ACh (en µM) y registradas en ovocitos inyectados con las 
combinaciones indicadas en la figura. Las células se mantuvieron a -70 mV. La duración de la aplicación de ACh fue de 
5 s, como se indica en la barra superior a cada trazo. En (B) se muestra la comparación de las curvas concentración-
respuesta de los receptores concatenados portadores de la L9’T en una sola subunidad β4 del trímero (β4L9’T-β4-
α3+β4-α3 ♦), del dímero (β4-β4-α3+β4L9’T-α3 ▲), o en ambas (β4 L9’T-β4-α3+β4L9’T-α3 ●). Las curvas concentración-
respuesta en (C) son las mismas que en (B) pero forzadas a tener una misma pendiente igual a 1 para calcular la 
distancia horizontal entre las curvas y estimar las razones de potencia. Obsérvese que el incremento de la sensibilidad 
al agonista producido por una sola subunidad β4 mutante es mayor si la subunidad mutada está en el dímero. Cuando 
las dos mutaciones se combinan, sus efectos se multiplican (en la escala logarítmica, los efectos se suman), como se 
muestra en (B). Los datos representados resultan de la media de 3-8 experimentos llevados a cabo en ovocitos 
procedentes de al menos 3 donadores diferentes.  
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TABLA 10. Efecto de la mutación L9’T en subunidades β4 diferentes sobre la 
curva concentración-respuesta a ACh en receptores (α3)2(β4)3 concatenados 
expresados en ovocitos de Xenopus.  
CE50, Imax y el coeficiente de Hill (nH) son el resultado de la media ± E.M.S del ajuste a la ecuación de Hill 
de las curvas concentración-respuesta completas obtenidas por ovocito. Las razones de potencia se 
estimaron a partir de los valores obtenidos de las curvas cuyo ajuste se forzó tener la misma pendiente 
(Fig. 44.B.), y se expresaron respecto a los receptores con 5 leucinas en la posición 9’ (que tendrán una 
razón de potencia de 1). n es el número de ovocitos analizados procedentes de al menos 3 donadores 
distintos.  
 
De forma similar, se realizó la caracterización de la integridad del receptor (α3)3(β4)2 
concatemérico a partir del uso de las siguientes construcciones mutantes: β4L9´T-α3-α3 
y β4L9´T-α3. La figura 45.B muestra las curvas concentración respuesta a ACh de los 
receptores β4-α3-α3+β4-α3 (silvestre) (■, primera curva de la derecha), β4L9´T-α3-
α3+β4-α3 (♦, tercera curva de izquierda a derecha), β4-α3-α3+β4L9´T-α3 (▲, segunda 
curva de izquierda a derecha) y β4L9´T- α3-α3+ β4L9´T-α3 (doble mutante) (●, primera 
curva a la izquierda). Como en el caso anterior, la mutación L9´T en la subunidad β4 
produjo progresivos desplazamientos hacia la izquierda de la curva concentración-
respuesta a ACh, observándose el desplazamiento máximo de la curva cuando la 
mutación se expresó tanto en la subunidad β4 del dímero como del trímero. Así, se 
produjo una disminución del valor de la CE50 del receptor concatemérico silvestre 
desde 235,24±22,59 µM a los valores de 47,19±7,59 µM en el receptor mutante β4L9´T-
α3-α3+β4-α3 (p<0,001; t-Test; n=4); de 5,65±1,08 µM en el receptor mutante β4-α3-
Ovocitos 
CE50 (µM) 
(ajuste libre) 
Imax Ach (nA) nH 
CE50 (µM) 
(nH=1) 
Razón de 
potencia 
n 
β4-β4-α3+β4-α3 
 
108,43±12,30 
 
 
85,20±34,07 
 
1,09±0,24 
 
125,63 
 
_ 4/3 
β4L9´T-β4-α3+β4-α3 
 
68,19±8,04 
 
 
429,76±104,03 
 
1,18±0,1 
 
62,68 
 
2,00 8/3 
β4-β4-α3+β4L9´T-α3 
 
5,15±1,51 
 
 
330,0±164,42 
 
1,17±0,23 
 
3,55 
 
35.38 3/3 
β4L9´T-β4-α3+β4L9´T-α3 
 
1,04±0,14 
 
 
122,25±50,71 
 
1,29±0,2  
 
1 
 
125,63 4/3 
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α3+β4L9´T-α3 (p<0,001; t-Test; n=6); y de 1,26±0,10 µM en el receptor doble mutante 
β4L9´T-α3-α3+ β4L9´T-α3 (p<0,001; t-Test; n=6). En la figura 45.C y en la tabla 11 se 
muestran respectivamente las mismas curvas concentración respuesta a ACh con un 
ajuste del coeficiente de Hill igual a 1 para que éstas sean paralelas, tal y como se 
hizo en el caso anterior, y los nuevos valores de CE50 calculados a partir de las curvas 
concentración respuesta con un nH=1 junto con las razones de reducción. Vemos 
como la mutación en la subunidad β4 del trímero hace que la CE50 disminuya unas 
cuatro veces, mientras que la mutación de la subunidad β4 del dímero, hace que éste 
receptor sea más sensible a ACh unas 43 veces. La combinación de ambas 
mutaciones hace que el receptor aumente su sensibilidad unas 151 veces, lo que 
concuerda con el efecto multiplicador de las mutaciones individuales. A su vez, este 
resultado ratifica de nuevo el hallazgo de la distinta contribución funcional de las 
subunidades dentro del receptor nicotínico.  
Lo que sí es razonable concluir a partir del análisis de estos resultados es que la 
expresión funcional observada del receptor formado por la combinación del dímero con 
cada uno de los trímeros es resultado del ensamblaje correcto de los mismos y no 
producto de la degradación de las construcciones o de la incorporación incompleta de 
las mismas al receptor, ya que en este último caso se observarían curvas 
concentración respuesta con dos componentes mostrando la existencia de una 
población heterogénea de receptores con distinta estequiometría en el mismo ovocito 
(Groot-Kormelink y col., 2004). 
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Fig. 45. En ovocitos que expresan el receptor (α3)3(β4)2 concatenado, el desplazamiento de la 
sensibilidad al agonista producido por la mutación L9’T depende de la posición de la subunidad β4 
mutada. Los trazos en (A) son ejemplos de corrientes de entrada originadas por la aplicación de 
diferentes concentraciones de ACh (en µM) y registradas en ovocitos inyectados con las combinaciones 
indicadas en la figura. Las células se mantuvieron a -70 mV. La duración de la aplicación de ACh fue de 5 
s, como se indica en la barra superior a cada trazo. (B) y (C) muestran las curvas concentración-respuesta 
a ACh obtenidas de ovocitos inyectados con diferentes mezclas de ARNm: β4-α3-α3+β4-α3 (■), β4L9’T-α3-
α3+β4-α3 (♦), β4-α3-α3+β4L9’T-α3 (▲) or β4L9’T-α3-α3+β4L9’T-α3 (●). Cada respuesta se normalizó 
respecto al máximo de corriente generada por 1 mM ACh. Los resultados normalizados se ajustaron a la 
ecuación de Hill mediante un ajuste libre (A) o forzando a tener una misma pendiente igual a 1 (B) para 
calcular la distancia horizontal entre las curvas y estimar la razón de potencia. Obsérvese el incremento 
progresivo en la potencia de ACh cuando la mutación L9’T se introdujo en la subunidad β4 del trímero, en 
la subunidad β4 del dímero o en ambos. Los datos representados resultan de la media de 4 a 6 
experimentos llevados a cabo a partir de ovocitos procedentes de al menos dos donadores distintos.   
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TABLA 11. Efecto de la mutación L9’T en subunidades β4 diferentes sobre la 
curva concentración-respuesta a ACh en receptores (α3)2(β4)3 concatenados 
expresados en ovocitos de Xenopus. 
 
CE50, Imax y el coeficiente de Hill (nH) son el resultado de la media ± E.M.S del ajuste a la ecuación de Hill 
de las curvas concentración-respuesta completas obtenidas por ovocito. Las razones de potencia se 
estimaron a partir de los valores obtenidos de las curvas cuyo ajuste se forzó tener la misma pendiente 
(Fig. 27.B.), y se expresaron respecto a los receptores con 5 leucinas en la posición 9’ (que tendrán una 
razón de potencia de 1). n es el número de ovocitos analizados procedentes de al menos 3 donadores 
distintos.  
 
4.4. CARACTERIZACIÓN FARMACOLÓGICA DE LOS nAChRs NATIVOS DE LA 
CÉLULA CROMAFÍN BOVINA 
Como hemos comentado en varias ocasiones a lo largo de este trabajo, una de las 
inquietudes de nuestro grupo es conocer la estequiometría del receptor nicotínico en el 
modelo celular que viene siendo utilizado de manera rutinaria en nuestro laboratorio. 
Si bien, el grupo del Dr. Criado ha descrito la existencia de ARNm que codifica para 
las subunidades α7, α3, β4 y α5  (Criado et al., 1992; García-Guzmán et al., 1995; 
Campos-Caro et al., 1997), no se ha demostrado aún si todas estas subunidades se 
asocian para dar lugar a un receptor complejo α3β4(α5)α7 o si pueden existir 
diferentes combinaciones de estas subunidades para formar distintas poblaciones de 
receptores en la célula cromafín bovina.  
Ovocitos 
CE50 (µM) 
(ajuste libre) 
Imax Ach (nA) nH 
CE50 
(µM) 
(nH=1) 
Razón 
de 
potencia 
n 
β4-α3-α3+β4-
α3 
 
235,24±22,59 
 
343,60±7,0 1,15±0,06 
 
194,69 
 
_ 5/3 
β4L9´T- α3-
α3+β4-α3 
 
47,19±7,59 
 
469,28±61,0 1,08±0,35 
 
45,00 
 
4,33 4/2 
β4- α3-
α3+β4L9´T-α3 
 
5,65±1,08 
 
1434,15±456,65 1,03±0,17 
 
4,54 
 
42,88 6/2 
β4L9´T- α3-
α3+β4L9´T-α3 
 
1,26±0,10 
 
2553,99±1262,7 1,02±0,04  
 
1,29 
 
150,92 6/2 
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Dentro de esta confusión merece especial atención el subtipo de receptor nicotínico α7 
puesto que a pesar de que existen datos, tanto en la literatura como en nuestro propio 
grupo de investigación, de su presencia en la célula cromafín bovina resulta paradójico 
comprobar que no es posible medir una presencia directa de su papel funcional como 
receptor homomérico.  
Por todo ello, y de forma complementaria al uso de técnicas altamente resolutivas 
tanto farmacológicas (agonistas y antagonistas selectivos o no, moduladores 
alostéricos),  como técnicas electrofisiológicas (registros de patch clamp) y de biología 
molecular (inmunocitoquímica, inmunotransferencia e inmunoprecipitación) utilizadas 
en otros trabajos por nuestro grupo, se quiso emplear en el modelo de la célula 
cromafín bovina algunas de las herramientas farmacológicas descritas en los 
apartados anteriores. En concreto se estudió, la sensibilidad a la molécula 
oxotremorina M y el efecto modulador del ión zinc en las corrientes nicotínicas nativas 
con el fin de arrojar luz sobre la estequiometría de los receptores nicotínicos presentes 
en la célula cromafín bovina. 
4.4.1. Respuesta de los nAChR nativos de las células cromafines bovinas a oxo-
M.  
La figura 46.A muestra registros originales representativos de corrientes iónicas, 
obtenidos en una misma célula cromafín bovina estimulada con pulsos breves de 250 
ms de ACh 100 µM como control y con oxo-M 300 µM, aplicados a intervalos de 30 s.  
La figura 46.B muestra unos registros similares, donde una vez estabilizada la 
corriente se perfundió el antagonista mecamilamina (10 µM) durante 3-5 minutos y se 
evaluó el grado máximo de bloqueo de la corriente (figura 46.C). Como se puede 
observar, la perfusión de mecamilamina produjo un bloqueo significativo de la corriente 
nicotínica inducida por oxo-M (% bloqueoMec = 91,93±1,43) (p<0,001; t-Test; n=8), lo 
que pone de manifiesto la naturaleza nicotínica de las corrientes registradas en la CCB 
generadas por esta molécula. 
Se ensayaron distintas concentraciones de oxo-M (trazos no mostrados). En todos los 
experimentos se aplicó una única concentración de agonista, y la respuesta nicotínica 
se comparó con la obtenida con 100 µM de ACh, para evitar diferencias debido a la 
variabilidad celular. 
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Como se puede observar en las figuras 46.A. y 46.B., las corrientes a través de los 
receptores nicotínicos se activaban muy rápidamente y la cinética de inactivación era 
bastante similar tanto con ACh como con oxo-M, aunque sus eficacias fueron 
marcadamente diferentes, ya que la corriente máxima inducida por oxo-M (1mM) fue 
del 35,35±2,82 % respecto a la inducida por ACh 100 µM (p<0,001; t-Test; n=9). 
En la figura 46.D. se muestran las curvas concentración-respuesta obtenidas con ACh 
y con oxo-M. Ambos agonistas exhibieron una potencia similar, con una CE50 para 
ACh de 96,58±13,28 µM y de 113,06±13,22 µM para oxo-M (n=10 y 9 
respectivamente). El dato de potencia relativa que se extrae de estos resultados es de 
0,85 (CE50 ACh/ CE50 oxo-M). Las respuestas normalizadas a ACh y a oxo-M se 
ajustaron bien a una ecuación sigmoidal de una componente en cada caso, indicando 
la presencia de un solo tipo de nAChR en la célula cromafín bovina. El coeficiente de 
Hill resultante en la curva para ACh fue de 1,58±0,92, mientras que para la curva para 
oxo-M resultó ser de 2,75±0,87.  
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Fig. 46. Efecto de la aplicación de oxo-M sobre los nAChR nativos de la célula cromafin bovina. Los 
trazos en (A) y (B) muestran registros originales de corrientes de entrada originadas por la aplicación de 
ACh (100 µM) y de oxo-M (300 µM) en ausencia o en presencia del antagonista nicotínico mecamilamina 
(10 µM) respectivamente. Las células cromafines bovinas se mantuvieron a -80 mV. La duración de la 
aplicación de ACh o de oxo-M fue de 250 ms, como se indica en la barra horizontal superior a cada trazo. 
En (C) se muestran los diagramas de barras que representan las medias de las respuestas observadas en 
el número de células cromafines bovinas indicado entre paréntesis, normalizadas respecto a 300 µM de 
oxo-M ± E.M.S (*p<0,05 y ***p<0,001, con respecto al control). La figura (D) muestra las curvas 
concentración-respuesta a ACh y a oxo-M obtenidas de 10 y 9 células cromafines bovinas 
respectivamente. Cada respuesta se normalizó respecto al máximo de corriente generada por ACh 100 
µM. Los resultados normalizados se ajustaron a la ecuación de Hill.   
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4.4.2. Modulación de los nAChR nativos de la célula cromafin bovina por Zn2+.  
Los datos obtenidos en los apartados anteriores en relación con el ión Zn2+, sugieren 
que éste es capaz de modular positivamente a los receptores (α3)2(β4)3 bovinos 
expresados en ovocitos de Xenopus a concentraciones de 200-500 µM. Una manera 
efectiva de arrojar luz sobre la estequiometría del receptor nicotínico nativo en la CCB 
sería comprobar el tipo de modulación ejercida por el Zn2+ en este modelo celular. 
Como puede apreciarse en la figura 47.A. y B., la perfusión o coaplicación de Zn2+ 
(0,1-300 µM) durante 3-5 minutos junto a la estimulación mediante pulsos breves de 
250 ms de ACh 100 µM aplicados a intervalos de 30 s inhibió de forma paulatina la 
respuesta generada por el agonista nicotínico. 
En la figura 47.C. se muestra la curva concentración-respuesta para la inhibición por 
Zn2+ de las respuestas generadas por ACh 100 µM. El Zn2+ inhibió la corriente 
nicotínica con una CI50 de 22,0±7,0 µM, siendo el máximo bloqueo de la corriente de 
ACh ejercido por la concentración de 300 µM del ión en estudio. 
Adicionalmente se ensayó también el papel modulador del Zn2+ en el nAChR nativo de 
la CCB utilizando ovocitos microtransplantados con membranas de células cromafines, 
donde hemos observado que la concentración de 500 µM de Zn2+ inhibía las corrientes 
generadas por 1mM de ACh (datos no mostrados). Ante lo tedioso de trabajar con 
corrientes tan pequeñas no se profundizó más en estos experimentos. 
A                                                                                        B 
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Fig. 47. Efecto de la modulación por Zn2+ sobre los nAChR nativos de la célula cromafin bovina. 
Los trazos en (A) y (B) muestran registros originales de corrientes de entrada originadas por la aplicación 
de ACh (100 µM) en ausencia (control) o en presencia de distintas concentraciones del ión Zn2+. Las 
células cromafines bovinas se mantuvieron a -80 mV y la duración de los pulsos de ACh fue de 250 ms, 
La figura (C) muestra las curvas concentración-respuesta a la inhibición por Zn2+. Cada respuesta 
obtenida se normalizó respecto al máximo de corriente generada por ACh 100 µM y resultan de la media 
± E.M.S de las corrientes generadas entre 4 a 10 células cromafines bovinas  estimuladas con ACh en 
presencia de concentraciones de Zn2+ entre 0,1 a 300 µM. Los resultados normalizados se ajustaron a la 
ecuación de Hill.   
  
0,01 0,1 1 10 100 1000
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
Re
sp
ue
st
a 
No
rm
al
iza
da
 (%
)
Zn 2+ (µM, log)
(
(1
(
(
(
(
(
Anabel Sánchez García: Receptores Nicotínicos α3β4 
130 
 
 
 
 
 
Anabel Sánchez García: Receptores Nicotínicos α3β4 
   131 
 
5.-DISCUSIÓN. 
En nuestro grupo de trabajo hemos querido determinar la composición en subunidades 
presente en el receptor nicotínico de la célula cromafin bovina. Partiendo de la 
confirmación de que esta célula es capaz de expresar ARNm que codifica para las 
subunidades nicotínicas α7, α3, β4 y α5 (Criado y col., 1992; Garcia-Guzman y col., 
1995; Campos-Caro y col., 1997), nos planteamos la hipótesis de que en este modelo 
celular pueda existir un único subtipo de receptor complejo formado por la asociación 
de todas estas subunidades, o bien, haya diferentes subpoblaciones de receptores, 
entre los que podría existir receptores α7 homoméricos de forma minoritaria y/o una 
población de receptores mayoritaria con una estequiometría particular, de 
características cinéticas y farmacológicas distintas a las estudiadas hasta ahora. Los 
datos electrofisiológicos y farmacológicos previos no apuntan a la presencia de 
receptores homoméricos α7. A partir de los datos descritos en el presente trabajo 
sobre los receptores α3β4 y α7 humanos y bovinos expresados en ovocitos, podemos 
concluir con la misma afirmación que en los estudios previos, abriendo además una 
nueva posibilidad: la existencia de una estequiometría alternativa para el receptor 
α3β4. Existe una controversia entre los datos farmacológicos a nivel de corriente 
unitaria del receptor nicotínico bovino nativo y los obtenidos en receptores bovinos 
expresados heterólogamente. La polémica continúa sobre esta cuestión. En relación 
con la hipótesis de si la célula cromafín bovina es capaz de expresar en su membrana 
un subtipo de receptor homomérico α7 funcional, existen en nuestro grupo datos 
previos a este trabajo que demuestran que esta subunidad podría coexpresarse junto 
con otras subunidades presentes en la célula cromafín bovina (Rojo y col., 2007; 
Escalona y col., 2009). Esta cuestión habría de ser abordada desde otras estrategias 
metodológicas, que corroboren si esta subunidad es capaz de formar un receptor 
funcional junto con las subunidades α3 y/o β4, que en esta tesis no hemos explorado 
(o tratado). 
El modelo experimental de expresión heteróloga en ovocitos de Xenopus laevis nos 
permite expresar y estudiar por separado los diferentes subtipos de receptores 
nicotínicos neuronales que podrían estar presentes en la célula cromafín bovina. Este 
trabajo se ha centrado en el estudio de nuevas estrategias farmacológicas y 
electrofisiológicas, con ayuda de la biología molecular para la caracterización de los 
diferentes subtipos de receptores que se pueden expresar en el ovocito, 
incorporándose en su membrana de manera eficaz. Así, hemos sido capaces de 
expresar receptores de los subtipos (α3)2(β4)3 y (α3)3(β4)2 y, en un segundo plano, los 
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receptores α7 humanos y bovinos, realizando un estudio sobre su sensibilidad al 
agonista fisiológico ACh, al agonista colinérgico oxo-M, la modulación de la actividad 
de estos receptores por el catión zinc y la caracterización de las corrientes de las dos 
estequiometrías alternativas del receptor α3β4 a nivel de canal único. Además, hemos 
estudiado el uso de subunidades concatenadas como estrategia para la expresión de 
receptores (α3)2(β4)3 y (α3)3(β4) sin alteración de sus propiedades, aportando una 
disección más fina y detallada sobre las propiedades y arquitectura de estos 
receptores.  
 
5.1.-Efecto de la oxotremorina-M sobre los nAChRs α3β4, α7 y α4β2. 
En el presente trabajo, se estudió el efecto del clásico agonista muscarínico oxo-M 
sobre los subtipos α3β4, α7 y α4β2 del nAChR, expresados en ovocitos de Xenopus 
laevis. Como puede observarse en las figura 20 y 21, la oxo-M indujo corrientes 
nicotínicas de entrada en el nAChR α3β4, tanto humano como bovino. Las corrientes 
nicotínicas obtenidas en estos experimentos muestran unas cinéticas de activación e 
inactivación similares en las dos especies y prácticamente idénticas a las corrientes 
activadas por la Ach, a pesar de ser ligeramente más desensibilizante en la especie 
humana. Sin embargo, se observaron marcadas diferencias en cuanto a potencia y 
eficacia relativas entre ambos agonistas. Cuando se comparó la eficacia de Ach y oxo-
M en el receptor α3β4 de las dos especies, encontramos que en los dos casos la Ach 
fue más eficaz. Este hecho no puede ser explicado por desensibilización del receptor, 
ya que la cinética de las corrientes obtenidas es similar a las evocadas por la Ach, y a 
pesar de que la oxo-M sea ligeramente más desensibilizante no explicaría las 
diferencias en cuanto a amplitud de la corriente. Cuando se comparó la potencia de los 
dos agonistas en el receptor α3β4 tanto humano como bovino, encontramos que en 
ambos casos la Ach fue más potente que la oxo-M (2,9 veces más potente en la 
especie humana y 1,4 veces en la bovina), aunque en la especie bovina la diferencia 
no fue significativa. A pesar de que el comportamiento de la oxo-M fue similar en las 
dos especies, nos llama la atención el hecho de que esta molécula actuara de forma 
menos eficaz y potente en el receptor humano que en el bovino, demostrando la oxo-
M una mayor afinidad por esta segunda especie. La explicación a este 
comportamiento podría deberse a diferencias interespecíficas. A pesar de que las 
subunidades nicotínicas presentan secuencias muy conservadas y una alta homología 
entre especies, pequeñas diferencias en la composición en cuanto a aminoácidos en 
los lugares de unión a los diversos ligandos nicotínicos determina dicha selectividad.  
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Por ejemplo, mientras que la citosina, un potente agonista de receptores nicotínicos 
con subunidad β4, actúa como tal en rata (Luetje y col., 1991; Papke y col., 1991; 
Papke y col., 1994), pero en la especie bovina es incapaz de producir ninguna 
respuesta significativa (Campos-Caro y col., 1997; Maneu y col., 2002) 
 Por otra parte, cabría la posibilidad de que las respuestas anteriormente descritas se 
debieran a la activación de receptores muscarínicos nativos de la membrana del 
ovocito descritos por (Kusano y col., 1982). Sin embargo, el protocolo aplicado ya 
descarta de por sí ese hecho debido a que la respuesta muscarínica se activa con 
unos protocolos experimentales más duraderos en el tiempo, siendo esta respuesta 
rápida característica de una activación nicotínica. Además, esta posibilidad quedó 
descartada al estimular ovocitos sin inyectar con Ach, oxo-M y dos agonistas 
muscarínicos, muscarina y metacolina, y no observarse respuestas medibles en 
ninguno de los casos (figura 22.A), confirmando que nuestras condiciones 
experimentales eran idóneas para la realización de estos experimentos. La naturaleza 
nicotínica de las respuestas a oxo-M quedó definitivamente establecida al ser 
bloqueadas por el antagonista nicotínico mecamilamina y no por el antagonista 
muscarínico atropina, cuando estas moléculas se ensayaron en los receptores α3β4 
humanos (figura 22.C). 
La oxo-M se ensayó también en el subtipo de nAChR α7, tanto humano como bovino. 
Como puede observarse en las figuras 23 y 24 las corrientes nicotínicas obtenidas en 
estos experimentos presentan una cinética distinta, originada por un retraso en la 
desensibilización del mismo de unas diez veces en el caso humano. El cálculo de las 
CE50 y de las respuestas máximas relativas para la Ach y la oxo-M nos mostró que 
ambos agonistas son igual de potentes, aunque la oxo-M resultó ser menos eficaz que 
la Ach un 55% en el caso humano y un 28% en la especie bovina. Sin embargo, el 
retraso en la desensibilización del receptor α7 originada por oxo-M provoca un 
incremento en la entrada de carga iónica a su través (datos no mostrados). Así, 
aunque la intensidad relativa de la corriente máxima originada por la oxo-M sea menor 
que la de la originada por la Ach, la carga de la corriente máxima es superior, 
sugiriendo una mayor eficacia de la oxo-M sobre el receptor α7 humano. El 
mecanismo por el que se daría el retraso en la desensibilización del receptor se 
desconoce, siendo necesario un estudio más profundo para su caracterización.  
En este caso, la naturaleza de las corrientes nicotínicas generadas por la oxo-M quedó 
patente al utilizar la molécula PNU 120596, modulador alostérico positivo de nAChRs 
α7 homoméricos (Hurst y col., 2005). La eficacia y selectividad del PNU 120596 fue 
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corroborada al probar sus efectos sobre los nAChR bovinos (datos no mostrados) y 
humanos α7 expresados en ovocitos de Xenopus laevis. En estos experimentos, el 
fármaco produjo una potenciación de las respuestas a Ach y oxo-M de los receptores 
nicotínicos α7 (figura 25.A). Es de destacar, además, que la potenciación por PNU-
120596 en ovocitos de Xenopus expresando receptores α7 fue del mismo grado al 
usar ambos agonistas y se acompaña de un marcado retraso en la inactivación de la 
corriente nicotínica en ambos casos. Además, este fármaco es capaz de rescatar la 
funcionalidad de un receptor α7 previamente desensibilizado por un agonista. Al 
ensayar los efectos del PNU 120596 sobre receptores α7 “estimulados” con los 
agonistas muscarínicos muscarina y metacolina, y no observarse ningún grado de 
respuesta ni potenciación, se confirma que las corrientes generadas por oxo-M no son 
debidas a la activación de posibles receptores muscarínicos presentes en la 
membrana del ovocito.  
Por otro lado, la oxo-M no indujo respuestas medibles cuando se ensayó en ovocitos 
que expresaban receptores α4β2 en su membrana. Sin embargo, actuó como un 
antagonista no-competitivo del nAChR α4β2 humano al bloquear las corrientes 
inducidas por Ach a través de este receptor sin modificar la CE50 del agonista 
fisiológico. Los resultados obtenidos sugieren que este efecto fue concentración-, uso- 
y voltaje-dependiente. El estudio que realizamos a cerca de la naturaleza de este 
bloqueo parece indicar que se trataría de un bloqueador de canal abierto (BCA). Los 
BCA suelen exhibir una inhibición con una marcada voltaje-dependencia (Bertrand y 
col., 1997). En el caso del bloqueo por oxo-M, vimos que el porcentaje de inhibición de 
las corrientes generadas por Ach se incrementó a potenciales más negativos, 
obteniéndose mayores respuestas a potenciales más despolarizados. Por otro lado, 
nuestra hipótesis de que la oxo-M actúe como un BCA se ve reforzada por el efecto 
uso-dependiente que parece observarse en el bloqueo de las IAch. La uso-dependencia 
del bloqueo por oxo-M indicaría que es necesaria la activación repetitiva del receptor 
para que esta molécula pudiera acceder a una localización dentro del poro iónico para 
ejercer su bloqueo máximo. La uso-dependencia de los BCA está descrita por Gurney 
y Rang, 1984, utilizándose como uno de los criterios para definir a este tipo de 
bloqueadores.  
Que el efecto inhibitorio de la oxo-M sobre el hnAChR α4β2 se produzca mediante un 
mecanismo de canal abierto, junto con los bajos valores de eficacia calculados para 
las intensidades de las corrientes generadas por oxo-M en α3β4 y α7, concuerdan con 
que la oxo-M se comporte como un agonista parcial del receptor nicotínico. Se sabe 
que los agonistas parciales producen su máxima respuesta cuando todos los 
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receptores están ocupados, sin embargo, no son capaces de generar respuestas tan 
grandes como las respuestas máximas generadas por los agonistas totales. Durante la 
ocupación del sitio de unión del receptor por el agonista parcial, éste puede competir 
en la unión de agonistas más activos, reduciendo así las respuestas inducidas por 
estos últimos. Por lo tanto, este antagonismo sería de tipo competitivo y dependería de 
las afinidades relativas de los agonistas parciales y totales hacia el receptor, pudiendo 
el efecto antagonista incrementar la concentración del agonista total para que éste 
pudiera ejercer su efecto máximo (Stephenson, 1956). Sería necesario realizar 
experimentos que nos demostraran la naturaleza competitiva del efecto antagonista de 
la oxo-M en los receptores α3β4 y α7 para apoyar nuestra hipótesis de agonismo 
parcial. 
Los resultados del “docking” de la molécula de oxo-M a los distintos subtipos de 
receptor nicotínico estudiados, apoyarían los resultados farmacológicos sobre el 
agonismo parcial de dicha molécula sobre los receptores α3β4 y α7. En el caso de los 
receptores α4β2 los datos son aparentemente contradictorios ya que, en este caso, la 
oxo-M actuaría como un antagonista no-competitivo y no de tipo competitivo, aunque 
los experimentos de docking demuestran la posibilidad de esta molécula a unirse al 
sitio de unión del receptor. Sin embargo, no olvidemos lo que ya comentábamos en la 
introducción de esta tesis en relación a que muchas sustancias muestran un modo de 
acción dual, siendo bloqueadores competitivos/no-competitivos, o 
activadores/bloqueadores, dependiendo de la dosis empleada, el subtipo de receptor, 
o de la introducción de ciertas mutaciones en el poro del canal (Demuro y col., 2001; 
Fucile y col., 2002). 
Evidencias previas de la acción nicotínica de la oxo-M se describieron por primera vez 
en la unión neuromuscular (Smith, 1982; Hong y Chang, 1990), en miotubos de 
embrión de pollo (Haggblad y col., 1985) y en miocitos de larvas de Xenopus 
(Reitstetter y col., 1994). En el caso de los nAChRs, las primeras evidencias de la 
acción nicotínica de la oxo-M se describieron en neuronas simpáticas del ganglio 
celíaco de cobaya (Xian y col., 1994) y en el receptor nicotínico α4β2 de rata 
expresado en células HEK 293 (Akk y Auerbach, 1999). En este último trabajo se 
describe como la oxo-M es capaz de activar a este subtipo de receptor, de forma 
opuesta a lo observado en nuestros experimentos. Nosotros sugerimos que la 
discrepancia en los resultados entre ratas y humanos se puede deber a diferencias en 
la composición de los receptores nicotínicos de especies distintas. A pesar de todo, se 
sugiere que la acción nicotínica de la oxo-M debe ser considerada a la hora de 
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utilizarla como herramienta farmacológica en la caracterización funcional de los 
receptores muscarínicos o a la hora de definir el perfil farmacológico nicotínico-
muscarínico mixto de algunos subtipos de nAChR (Shirvan y col., 1991; Elgoyhen y 
col., 1994), debiendo ser cuidadosamente evaluadas las respuestas generadas por 
este agonista. 
5.2.-Estequiometrías alternativas del nAChR α3β4. 
Los resultados presentados en este estudio muestran que la inyección de ovocitos de 
Xenopus con ARNm para las subunidades α3 y β4 del nAChR humano y bovino en las 
proporciones 1:9 y 9:1 producen poblaciones homogéneas de nAChRs α3β4 que 
difieren en sus propiedades farmacológicas, electrofisiológicas y cinéticas. Esto puede 
explicarse si las subunidades pueden ensamblarse entre sí con una estequiometría 
diferente en cada población de ovocitos, como describieron Boorman y colaboradores 
(2000) y, más recientemente, Krashia y col., 2010, Grishin y col., 2010, George y col., 
2012 (trabajos publicados posteriormente a la realización de los experimentos de esta 
tesis). Las dos formas del receptor contienen dos o tres copias de la subunidad α3 en 
el pentámero, de forma similar a las dos estequiometrías propuestas para el receptor 
α4β2. Sin embargo, contrario a lo descrito para este receptor, los ovocitos prefieren la 
estequiometría de dos subunidades α, dado que la forma con mayor sensibilidad a Ach 
predomina bajo condiciones de igual disponibilidad de subunidades. En ovocitos, el 
balance entre las dos estequiometrías se puede cambiar alterando la proporción entre 
las subunidades α y β en la transfección.  
La posibilidad de que las propiedades de los receptores nicotínicos neuronales 
recombinantes sean sensibles a la proporción de subunidades α:β transfectadas fue 
sugerida por primera por (Papke y col., 1989; Zwart y col., 1998). La existencia de 
distintas formas estequiométricas para los receptores nicotínicos neuronales se 
estableció por primera vez para el receptor α4β2 (Nelson y col., 2003), debido al hecho 
de que las formas con dos o tres α de esta combinación de subunidades diferían 
enormemente en su sensibilidad a Ach. La forma con dos subunidades α del receptor 
α4β2 es hasta 100 veces más sensible a Ach. Aquí describimos un fenómeno similar 
para la combinación α3β4 y mostramos que puede explicar la heterogeneidad de 
resultados observados en las propiedades del receptor en distintos sistemas de 
expresión (Lewis y col., 1997). La hipótesis de que dos formas del receptor α3β4 
difieren en su estequiometría se fundamenta principalmente en que solo uno de los 
dos receptores es susceptible a potenciación por el ión zinc a bajas concentraciones, y 
a que los dos tipos de receptores muestran marcadas diferencias cinéticas y de 
conductancia a nivel de canal único.  
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Las dos formas del receptor α3β4, tanto en la especie humana como en la bovina, 
difieren en su sensibilidad al agonista fisiológico Ach. Sin embargo, al forzar en 
ovocitos la expresión de la forma con tres subunidades α mediante la proporción de 
subunidades 9:1 solo se produce una pequeña disminución de la sensibilidad a Ach 
(menos de 3 veces en humano y casi 2 veces en bovino vs. 100 veces para el receptor 
α4β2; (Nelson y col., 2003). Los datos publicados por Krashia y col. 2010 muestran 
que el rango de potencias a distintos agonistas nicotínicos estándar es similar para la 
forma con dos y con tres subunidades α, epibatidina>> lobelina> nicotina ~ citisina> 
Ach> carbacol, en orden descendente de potencia, con la única excepción del DMPP, 
que es equipotente con la Ach en la forma con dos subunidades α y 10 veces más 
potente en la forma con tres α. Sin embargo, la utilidad del DMPP como herramienta 
es probablemente limitada en la práctica, porque el DMPP es más potente en la forma 
de menor sensibilidad del receptor a Ach lo que reduce la diferencia de potencia en 
términos absolutos. La extrapolación a valores de CE50 sugiere que el DMPP tendría 
una CE50 de 30 y 95 µM en la formas con tres y dos α, respectivamente. En cuanto al 
agonista colinérgico mixto oxo-M, tampoco sería un buen candidato a la hora de 
discriminar entre las dos estequiometrías. En términos de eficacia, oxo-M se comporta 
como un agonista parcial tanto en la forma con dos como en la de tres subunidades α, 
no observándose diferencias en cuanto a la magnitud de las corrientes en una u otra 
población de receptores. Si nos fijamos en los valores de potencia relativa a Ach éstos 
no son muy diferentes en ambas estequiometrías (oxo-M es prácticamente igual de 
potente a Ach en las dos formas), y su extrapolación a términos absolutos no la hace 
más interesante (233 µM vs. 274 µM, respectivamente). Es posible que futuras 
investigaciones puedan encontrar agonistas α3β4 que discriminen mejor entre los dos 
receptores, ahora que las condiciones para su expresión están definidas. En relación, 
a esto, en el trabajo de Grishin y col., 2010 se publicó que un isómero de la α-
conotoxina AuIB, al que se denominó “ribbon” por no poseer hélices alfa en su 
estructura secundaria, era capaz de discriminar entre las dos estequiometría del 
receptor α3β4 (en el trabajo denominadas como formas de alta y baja afinidad a Ach), 
ya que solo inhibía las corrientes activadas en los receptores con baja afinidad. Sin 
embargo, no hemos encontrado estudios posteriores que utilicen esta molécula para la 
discriminación entre los dos subtipos de receptor.  
Nuestros resultados revelan que el zinc es la mejor herramienta farmacológica hasta 
ahora encontrada para discriminar entre las dos formas del receptor α3β4. Solo una de 
las dos estequiometrías, la expresada en ovocitos con proporción 1:9 de subunidades 
α:β exhibe potenciación de las respuestas submáximas a Ach en presencia de bajas 
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concentraciones de zinc. La hipótesis de que esta forma del receptor α3β4 contenga 
dos subunidades α concuerda con lo que se sabe acerca de la potenciación por zinc 
del receptor α4β2, donde este efecto también depende de la estequiometría del 
receptor (Moroni y col., 2008). En el receptor α4β2, la potenciación por zinc requiere 
de la interfase α4(+)/α4(-), presente solo en la forma con tres subunidades α. Los dos 
residuos clave de cada lado de la interfase son la His 165 de α4 (Loop F, lado -) y la 
Glu 194 de α4 (Loop C, lado +) para el receptor humano (Moroni y col., 2008). La 
cuestión es qué interfase de subunidades media la acción potenciadora del zinc en el 
receptor α3β4. No podría ser la interfase β4(+)/α3(-) al estar presente en las dos 
estequiometrías; y no podría ser tampoco la interfase α3(+)/α3(-), presente solo en la 
forma con tres subunidades α, ya que esta forma no exhibe potenciación por zinc. 
Además, los residuos clave identificados en la subunidad α4 no están conservados en 
la subunidad α3 humana o bovina (ver figura 38.C.). Por otro lado, la interfase 
β4(+)/β4(-) es una buena candidata para mediar este efecto del ión zinc, ya que solo 
está presente en la estequiometría con dos subunidades α y tiene residuos que 
podrían coordinar al ión Zn2+. En concreto, la His 165 de la subunidad α4 (lado -) y la 
Glu 194 de la misma subunidad (lado +) alinean con la Thr 166 (lado -) y con el Asp 
195 (lado +) de la subunidad β4 humana, respectivamente. Y en la especie bovina con 
la Met 166 (lado-) y con el Asp 195 (lado +) de la subunidad β4. Aunque los 
aminoácidos treonina y metionina no son conocidos por participar en sitios de 
coordinación de zinc en metaloproteínas (Auld, 2001), existen varios artículos que 
muestran que la mutación de residuos de treonina en receptores de glicina y de NMDA 
eliminan algunos efectos moduladores del ión zinc en estos canales (Laube y col., 
2000; Miller y col., 2005; Rachline y col., 2005). En el caso de la metionina, desde un 
punto de visita químico, la coordinación de este aminoácido al zinc está descrita en la 
literatura y es posible ya que los grupos NH2 y COO- actúan como donadores en la 
coordinación del metal (Wilson y col. 1977). Por otro lado, se ha descrito que la 
mutación de una metionina conservada en el sitio de unión a zinc en la familia de 
metaloproteasas metzincin hace que la actividad enzimática de estas se vea afectada 
(Hege y col., 2001; Perez y col., 2007), lo que sugiere que este aminoácido participaría 
de alguna manera en la coordinación con el ión metálico. No obstante, sería necesario 
realizar estudios de mutagénesis dirigida de estos residuos para confirmar que es la 
interfase β4(+)/β4(-) la que media la potenciación por Zn2+ de los receptores α3β4. 
Adicionalmente, las dos formas del receptor α3β4 poseen distintas propiedades a nivel 
de canal único: difieren de una forma evidente en cuanto a su conductancia y cinética 
ya que la forma con dos subunidades α abre en ráfagas más duraderas con una 
menor conductancia que la forma con tres subunidades α (29 vs. 39 pS en humano y 
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27 vs. 38 pS en bovino). Además, el tipo de aperturas observadas en nuestro trabajo 
para los receptores (α3)2(β4)3 humanos se parecen a las descritas por Boorman y col., 
2003 tras la expresión de receptores α3β4 humanos en proporción 1:1 de subunidades 
en ovocitos de Xenopus, en idénticas condiciones de registro. El valor de conductancia 
calculado para estos receptores fue de 28,8 pS, observándose aperturas más 
duraderas (270 ms) en comparación con las presentadas por dicho receptor cuando 
incorpora la subunidad β3 (5,6 ms). Resultados similares a estos publicaron (Krashia y 
col., 2010), en células HEK293 transfectadas con receptores α3β4 humano, donde 
observan como la forma con dos α se asemeja al tipo de aperturas observadas 
mayoritariamente tras la inyección de subunidades α3 y β4 de rata en proporción 1:1 
en ovocitos y en fibroblastos establemente transfectados (Krashia y col., 2010; Lewis y 
col., 1997; Sivilotti y col., 1997). Por otro lado, en la literatura no se observan canales 
expresados en ovocitos con las características cinéticas aquí presentadas para los 
receptores α3β4 con tres subunidades α, pero sí aparecen en células HEK293 
transfectadas de forma mayoritaría, y en minoría, en registros realizados en 
fibroblastos y en otras líneas celulares transfectados con estas subunidades (Krashia y 
col., 2012; Lewis y col., 1997; Ragozzino y col., 1997) . Es este tipo de canal el que 
más se parece a los receptores nicotínicos neuronales registrados en parches outside-
out en el ganglio cervical superior de la rata (Sivilotti y col., 1997), en la célula cromafín 
bovina (Fenwick y col., 1982; Maconochie y col., 1992; Noone y col., 1992) y en 
células PC12 (Ifune y col., 1992). Para asegurar la comparabilidad de los valores de 
conductancia se precisa utilizar soluciones de registro con concentraciones de iones 
similares, ya que la conductancia de los canales dependen (al menos) de la 
concentración extracelular de cationes divalentes –por ejemplo, una diferencia en los 
iones calcio tiene un efecto complejo sobre la conductancia y la cinética de los 
receptores nicotínicos neuronales (Colquhoun y col., 2003)-. No obstante, pese a no 
utilizar las mismas condiciones de registros y no haber estimado la duración media de 
las ráfagas, nuestros resultados son compatibles a las conclusiones de los trabajos 
mencionados.  
Es interesante destacar la diferencia drástica de conductancia y cinética entre las 2 
formas del receptor α3β4. Los resultados observados en registros de canal único en el 
receptor α4β2 implican que el subtipo (α4)3(β2)2 muestre mayores conductancias que 
el subtipo (α4)2(β2)3 (Nelson y col., 2003). La inclusión de una determinada quinta 
subunidad en el receptor además de afectar a la sensibilidad y afinidad frente a 
agonistas,  pueden alterar características mecanicistas, por lo que debe tener algún 
tipo de efecto sobre la unión de los ligandos. Las diferencias en estequiometría 
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significan potencialmente cambios en el número de sitios de unión al agonista. Las 
140nterfaces α3(+)/β4(-), donde están localizados los sitios de unión canónicos, se 
encuentran presentes en las dos isoformas del receptor, siendo poco probable que 
sean las responsables de las diferencias de conductancia y cinéticas observadas. Sin 
embargo, la quinta subunidad puede ser o bien α3 o β4, lo que conduce a una 
composición de 140nterfaces entre subunidades diferente en las dos estequiometrías. 
Como hemos mencionado anteriormente en nuestra discusión sobre la modulación del 
ión zinc, las 140nterfaces α3(+)/α3(-) y β4(+)/β4(-) son específicas de cada subtipo de 
receptor, por lo que son posibles candidatas para conferir firmas distintivas 
farmacológicas y electrofisilógicas. Dado que de las dos 140nterfaces, solo α3(+)/α3(-) 
posee las dos cisteínas vecinales en el lazo C y el resto de aminoácidos conservados 
del componente primario (lado +), es plausible especular que esta interfase funcionase 
como un  tercer sitio de unión al agonista en el receptor (α3)3(β4)2, una hipótesis que 
merece ser estudiada, teniendo en cuenta que el nH de la curva concentración-
respuesta de la forma con tres subunidades α es mayor, lo que indicaría diferencias de 
cooperatividad en la unión a los agonistas y/o en los mecanismos acoplados de unión-
activación. Los hallazgos realizados por Mazzaferro y col., 2011 y Harpsøe y col., 
2011, sugieren que la ocupación por el agonista del sitio en la interfase α4(+)/α4(-) 
contribuye a la activación y apertura del canal a través de un mecanismo mediado por 
lazo C, y que esta contribución adicional es la causa de la sensibilidad característica 
de la isoforma (α4)3(β2)2. Estos resultados apoyan la existencia de sitios de unión no 
canónicos en los receptores nicotínicos, que pueden afectar la características de los 
mismos tratadas aquí. 
Además, los receptores nicotínicos son canales catiónicos y sus conductancias a nivel 
de canal únicos se controlan por tres anillos de residuos cargados del dominio M2 que 
forma el poro (Imoto y col., 1988) y por residuos de la hélice antipática del lazo M3-M4 
(Peters y col., 2005). Así, la quinta subunidad es determinante para la carga del poro. 
Las subunidades α3 y β4 difieren en la carga del residuo 20´ del anillo externo del 
dominio transmembrana M2 (Glu y Lys, respectivamente). Esto significa que la forma 
con dos subunidades α posee una carga positiva total (+1) en este anillo y que la 
forma con tres subunidades α posee una carga neta negativa (-1). En el subtipo 
muscular, la carga total del anillo es de +2, lo que conlleva a una disminución de la 
conductancia del canal (aproximadamente de un 20%) (Imoto y col., 1988). Estas 
subunidades difieren también en la hélice intracelular anfipática. En la posición 4´, α3 
posee un residuo de Gln y β4 un Asp; y en la posición 0´ α3 presenta un residuo de 
Lys mientras que β4 presenta una Gln. Estas diferencias sin embargo, darían lugar a 
un efecto opuesto a los de los residuos del dominio M2 a nivel de conductancia, por lo 
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que nuestros resultados sugerirían que los residuos del dominio M2 tiene un efecto 
mayor. 
En cuanto a la abundancia relativa de las dos formas del receptor en ovocitos α3β4 
1:1, merece la pena hacer una breve discusión. Cuando el receptor α4β2 se expresa 
en ovocitos mediante una proporción 1:1 de subunidades α:β, los receptores 
resultantes son una mezcla de formas con dos y tres α, predominando los canales de 
baja sensibilidad a Ach (con tres subunidades α), y son responsables del 75% de la 
corriente total independientemente del sistema de expresión heteróloga (Nelson y col., 
2003; Broadbent y col., 2006; Moroni y col., 2006). Esto se deduce a partir de la curva 
concentración-respuesta a Ach en estos ovocitos, ya que ajusta mejor a una sigmoide 
con dos componentes. Cabe la posibilidad de que los canales α3β4 expresados 
mediante una proporción 1:1 de subunidades α:β en ovocitos sean también una 
mezcla de las dos estequiometrías. Sin embargo, no se puede hacer una estimación 
directa de la proporción de las dos formas a partir de las curvas concentración-
respuesta, debido a la pequeña diferencia en sensibilidad a Ach entre las dos formas 
(menos de 3 veces para los receptores humanos y casi 2 veces para los bovinos), por 
lo que es difícil distinguir dos componentes en la curva concentración-respuesta a este 
agonista en ovocitos 1:1. No obstante, es probable que la forma con dos α sea más 
abundante en estos ovocitos, ya que producen canales con características idénticas a 
los receptores expresados en ovocitos 1:9 en cuanto a valores de EC50 (Tablas 8 y 9), 
potenciación por zinc (Hsiao y col., 2001) y conductancia y cinética a nivel de canal 
único (Boorman y col., 2003).  
Es difícil saber porqué α3β4 y α4β2 difieren tanto en sus comportamientos. Los 
receptores α4β2 con tres subunidades α predominan cuando se transfectan en una 
proporción 1:1 de subunidades α:β (Nelson y col., 2003; Broadbent y col., 2006; 
Moroni y col., 2006). Contrariamente a esto, los receptores α3β4 que se forman a 
partir de una proporción 1:1 de subunidades α:β son en su mayoría la forma con dos 
subunidades α3 en ovocitos, y con tres subunidades en células HEK293 (Krashia y 
col., 2010). Se ha descrito que la proporción de las dos formas del receptor α4β2 se 
afecta por la unión de la chaperona 14-3-3 a la secuencia consenso RSLSV del 
dominio intracelular de la subunidad α, y que esta unión puede modularse por 
fosforilación por la proteína cinasa A (PKA), mutación o polimorfismo en un residuo 
específico de serina (Kim y col., 2003; Exley y col., 2006). Sin embargo, se desconoce 
si este mecanismo interviene en la regulación de la expresión del receptor α3β4 y de 
otros nAChRs. Aunque el resto de subunidades nicotínicas posee residuos de serina, 
(sitios de fosforilación de la PKA), no poseen el motivo de unión para la chaperona 14-
Anabel Sánchez García: Receptores Nicotínicos α3β4 
142 
3-3 encontrado en la subunidad α4. Esto podría sugerir que las diferencias de 
expresión halladas se podrían deber a diferencias entre las subunidades α3 y β4 en su 
unión a chaperonas. 
5.3.-Efecto de la oxotremorina-M y modulación por zinc de los nAChRs 
nativos de la célula cromafín bovina. 
Con la intención de profundizar en el conocimiento de la estequiometría del receptor 
nicotínico de las células cromafines bovinas, éstas se estimularon con el agonista 
colinérgico oxo-M, una vez ya descrito su comportamiento sobre distintos tipos de 
receptores nicotínicos y sobre las distintas poblaciones de nAChRs α3β4 estudiadas 
en el presente trabajo. Como puede observarse en la figura 46, la oxo-M indujo 
corrientes nicotínicas de entrada en el nAChR de la célula cromafín bovina. Las 
corrientes nicotínicas obtenidas en estos experimentos muestran unas cinéticas de 
activación e inactivación prácticamente idénticas a las corrientes activadas por la ACh. 
Sin embargo, se observaron marcadas diferencias en cuanto a la eficacia de ambos 
agonistas, la corriente máxima alcanzada por la oxo-M fue aproximadamente de un 
35% respecto a la corriente originada por ACh 100 µM, que es prácticamente la CE50 
del agonista fisiológico para el receptor nativo según nuestros datos. Si comparamos 
con el resultado de eficacia de oxo-M en cualquiera de las tres poblaciones de 
ovocitos α3β4 bovino (1:9, 1:1 y 9:1), cuyo valor estaba entre el 33 y 35% de la Imáx 
ACh, observamos que la eficacia de esta molécula por el receptor de la célula 
cromafín bovina sería unas dos veces menor que para el receptor α3β4 expresado en 
ovocitos. Si comparamos también con la eficacia de la oxo-M en receptores α7 
bovinos donde fue mucho mayor (I/Imáx ACh≈72%), las diferencias son aún más 
evidentes, sugiriendo una estequiometría distinta para el receptor nativo. 
Cuando se comparó la potencia de los dos agonistas, encontramos que ACh fue 
ligeramente más potente que la oxo-M (CE50 ACh/ CE50 oxo-M= 0,85), aunque la 
diferencia no fue significativa. Este resultado concuerda con los datos obtenidos para 
los receptores α3β4 bovinos expresados en ovocitos donde las potencias relativas 
fueron cercanas a la unidad (CE50 ACh/ CE50 oxo-M ~ 1) siendo, por otro lado, 
claramente diferentes a lo observado para el receptor α7 bovino donde la potencia de 
la oxo-M fue casi el doble de la de ACh (CE50 ACh/ CE50 oxo-M= 1,7).  Se descartaría 
una vez más la presencia de un receptor homómerico α7 en la superficie de la CCB. 
Para descartar la posibilidad de que las respuestas anteriormente descritas se 
debieran a la activación de receptores muscarínicos nativos de la membrana de la 
célula cromafín descritos por Artalejo, 1995, y Olivos y Artalejo, 2008.  Sin embargo, el 
protocolo aplicado ya descarta de por sí ese hecho debido a que la respuesta 
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muscarínica se activa con unos protocolos experimentales más duraderos en el 
tiempo, siendo esta respuesta rápida característica de una activación nicotínica. 
Además, la naturaleza nicotínica de las respuestas a oxo-M quedó confirmada al ser 
bloqueadas por el antagonista nicotínico mecamilamina (figura 46.B.). 
Sería interesante comparar el perfil de potencias de otros agonistas de la célula 
cromafín bovina con el de las dos estequiometrías del receptor α3β4. El perfil de 
potencias de agonistas para la CCB obtenida en nuestro grupo en trabajos previos es 
Epib>Lob>DMPP, Nic ≥ Cyt > ACh, en orden descendente de potencia (Rojo y col., 
2007), siendo compatible con los resultados presentados por Tachikawa y col., 2001; y 
Free y col., 2003, en la célula cromafín bovina, encontrando en este último trabajo, un 
perfil de potencias similar en células HEK293 transfectadas con las subunidades α3β4 
en proporción 1:1 de la especie bovina. Presumiblemente la estequiometría del 
receptor expresado mayoritariamente en las células HEK293 era (α3)3(β4)2 (Krashia y 
col. 2010). Sin embargo, las diferencias encontradas en la constante de disociación de 
algunas de los agonistas y antagonistas probados, entre los receptores nativos y los 
expresados heterólogamente sugieren que la estequiometría del receptor nicotínico de 
la célula cromafín es otra. Conclusiones similares encontramos en el trabajo de 
Krashia y col., 2010,  donde comparan el rango de potencias a distintos agonistas 
nicotínicos estándar entre la forma con dos y tres subunidades α del receptor α3β4, 
con el de receptores del soma de neuronas de ganglios autonómos, detectando 
diferencias en la secuencia de potencias. Nuestra propia experiencia nos indica, tras 
comparar rangos de potencia de agonistas publicados para receptores α3β4 
expresados en distintos sistemas de expresión, con los obtenidos para la CCB y otros 
receptores ganglionares, que el uso de agonistas nicotínicos no es de mucha utilidad 
para el análisis de las subunidades de los receptores nativos.  
Los experimentos de modulación del ión zinc en el receptor nicotínico de la célula 
cromafín bovina nos ofrecen información reveladora. Como puede apreciarse en la 
figura 47.A. y B., distintas concentraciones de zinc (de 0,1 a 300 µM) inhibieron las 
corrientes originadas por ACh 100 µM, hasta un máximo del 71%. Como ya habíamos 
visto en los receptores α3β4 expresados en ovocitos, el ión Zn2+ también inhibía las 
corrientes a ACh en receptores (α3)3(β4)2 y, contrariamente, era capaz de potenciar las 
respuestas submáximas a ACh en la estequiometría (α3)2(β4)3 del receptor bovino, en 
el rango de concentraciones de 0,2 a 1 mM del ión. Esta potenciación se ejercería 
presumiblemente través de un sitio de modulación en la interfase β4(+)/β4(-), conferida 
por la presencia de la quinta subunidad β4, y que no está presente en el receptor con 
estequiometría (α3)3(β4)2, tal y como ya hemos discutido en este trabajo. Estos 
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resultados descartarían por tanto, la presencia de una quinta subunidad β4 en la 
estequiometría del receptor nicotínico nativo de la célula cromafín. 
Aunque la modulación del ión zinc en el receptor (α3)3(β4)2 bovino puede ser similar a 
la observada en la célula cromafín, no podemos concluir que la estequiometría del 
receptor nativo sea compatible a un receptor con tres subunidades α3. Los valores de 
CI50 del Zn2+ son muy diferentes entre ambos receptores: en el receptor nativo el valor 
es de 22 µM, frente al 1,37 mM en el receptor (α3)3(β4)2 humano expresado en 
ovocitos 9:1. Aunque el valor de CI50 del ión zinc no se calculó para el receptor 
(α3)3(β4)2 bovino, auspiciamos un valor similar al de su homólogo humano al estudiar 
el grado de bloqueo ejercido por la concentraciones 0,2, 0,5 y 2 mM de zinc (20%, 
32% y 58% de bloqueo respectivamente). Nos inclinamos a pensar que esta gran 
diferencia se debe a que la quinta subunidad del receptor nativo α3β4* no es la α3. 
El hallazgo de ARNm de la subunidad α5 en la célula cromafín bovina (Campos-Caro y 
col., 1997) sugiere que dicha subunidad se expresa en el nAChR adrenal. La 
coexpresión de la subunidad α5 junto con las subunidades α3 y β4 se ha demostrado 
mediante estudios de inmunoprecipitación, donde se observa como α5 co-precipita 
con las otras dos subunidades en ganglio ciliar de rata (Vernallis, Conroy y Berg., 
1993). Estudios en sistemas de expresión heteróloga han constatado que la subunidad 
α5 forma receptores funcionales cuando se ensambla con las subunidades α3 y β4 
(Wang y col., 1996, Campos-Caro., 1997). Además, se ha sugerido que la subunidad 
α5 compite con la subunidad en la formación del receptor α3β4α5 (Frahm y col., 2011; 
Gahring y col., 2010), hecho demostrado por George y col., 2012 al construir un  
concatémero con la estequiometría (α3β4)2α5 y que recreaba las propiedades 
farmacológicas de los receptores α3β4α5 expresados en ovocitos a través de la 
coinyección de subunidades individuales. 
Sin embargo, la comparación de los nAChRs  α3β4 y α3β4α5 expresados en ovocitos 
muestran pequeñas diferencias en su afinidad por los mismos agonistas (Gerzanich y 
col., 1998, Free y col., 2003 y George y col. 2012), lo que sugiere que si la subunidad 
α5 está presente en el receptor nativo de la CCB, no contribuye significativamente en 
su farmacología. Por otro lado, Sivilotti y col., 1997, demostraron que la conductancia 
de los receptores a3b4 recombinantes se incrementaba con la incorporación de la 
subunidad α5 en el receptor, asemejándose a las propiedades a nivel de canal único 
de los receptores nativos de los ganglios simpáticos y de las células cromafines 
bovinas. Esto ocurría solo en una minoría de canales α3β4α5 de rata expresados en 
ovocitos, lo que sugiere que en estos ovocitos existían dos poblaciones de canales:  
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una mayoritaria α3β4 y una minoritaria α3β4α5 nAChRs. Las condiciones de expresión 
y las proporciones de subunidades inyectadas no se especifican en el estudio. 
Adicionalmente, se ha descrito la presencia de subunidades α7 en la célula cromafín 
bovina, y la inyección de su ARNm en ovocitos de Xenopus produce receptores 
homoméricos funcionales (García-Guzmán y col., 1995). Sin embargo, en los últimos 
años se han publicado varios trabajos que muestran evidencias de la expresión de 
receptores heteroméricos que contienen la subunidad α7. De esta forma, se ha 
descrito el co-ensamblaje de subunidades α7 del nAChR junto con otras como α5, β2, 
β3 ó β4, para dar lugar a receptores funcionales en sistemas de expresión heteróloga 
(Yu y Role, 1998a; Yu y Role, 1998b; Girod y col., 1999; Palma y col., 1999; Khiroug 
ycol., 2002; Millar, 2003; Criado y col., 2012; datos propios no mostrados). Más 
recientemente, se ha sugerido la expresión de receptores heteroméricos nativos de 
este tipo en células PC12 (Virginio y col., 2002), en neuronas colinérgicas del 
prosencéfalo basal de ratón (Liu y col., 2009) e incluso, en la célula cromafín bovina 
(El-Hajj y col., 2007; Escalona y col., 2009). 
Todos estos estudios sugieren que la combinación de subunidades del nAChR 
asociado con la secreción de catecolaminas en la célula cromafín bovina estimulada 
por agonistas nicotínicos sea α3β4α7(α5).  
Una aproximación muy apropiada para acometer este estudio sería la utilización de 
subunidades ligadas (concatémeros) ya que de esta manera podríamos controlar la 
composición de subunidades del receptor formado en sistemas de expresión 
heteróloga y comparar, de esta manera, sus características farmacológicas y 
electrofisiólogicas con las del receptro nativo.  
5.4.-Efecto de la concatenación de las subunidades α y β en las 
propiedades funcionales del receptor α3β4. 
Como se ha demostrado a lo largo de este trabajo y en otros previos, se encuentran 
dificultades a la hora de analizar los datos experimentales procedentes del estudio de 
canales iónicos activados por ligando de estequiometría heteromérica expresados en 
sistemas heterólogos debido a la posibilidad de formación de mezclas heterogéneas 
de receptores dado a que se producen diferentes reorganizaciones de subunidades 
que resultan funcionales. El receptor α4β2 es el claro ejemplo de canal activado por 
ligando, cuya caracterización en sistemas de expresión heteróloga resultó difícil debido 
a la variedad de subtipos de receptores que se podían formar (Zwart y col., 1998; 
Nelson y col., 2003; Zhou y col., 2003; Lopez-Hernandez y col., 2004; Moroni y col., 
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2006). Una aproximación que solventa este problema es la expresión de receptores 
con una estequiometría fija obtenida a través de la concatenación de las subunidades 
en un orden y composición predefinidos. 
En el presente trabajo, y antes de acometer el estudio de un receptor heteromérico 
complejo α3β4α7(α5), intentamos recrear las dos estequiometrías del receptor α3β4 
mediante la creación de concatémeros. Una vez validada la funcionalidad y viabilidad 
de los mismos, incorporaríamos las subunidades adicionales. Para forzar la expresión 
homogénea de las dos estequiometrías del receptor α3β4, se siguió una estrategia 
basada en los datos publicados por Groot-Kormelink y colaboradores (2006) y por 
Carbone y colaboradores en 2009. Las subunidades α3 y β4 se unieron a nivel de 
ADN para formar construcciones diméricas y triméricas que se combinan entre sí para 
dar lugar al receptor pentamérico. Siguiendo la metodología descrita por el grupo de 
Erwin Sigel sobre la concatenación de las subunidades del receptor GABAA (Baumann 
y col., 2001; Baumann y col., 2002; Baumann y col., 2003), las subunidades se unieron 
por medio de elementos enlazadores formados por repeticiones de glutamina-alanina-
prolina de longitud fija, eliminándose el péptido señal en todos los casos excepto para 
la primera subunidad del trímero y del dímero. La presencia del péptido señal en todas 
las subunidades de un receptor concatenado puede originar efectos proteolíticos 
indeseados y afectar la inserción de la proteína en la membrana del ovocito. Además, 
la impredecible estructura secundaria de la secuencia del elemento enlazador 
conteniendo el péptido señal podría originar cambios en la conformación del receptor 
(Baumann y col., 2001; Minier y col., 2004; Baur y col., 2006). 
Como hemos podido constatar, la metodología utilizada aquí para la concatenación de 
las subunidades dio lugar con éxito a la construcción de receptores concatenados con 
expresión funcional. En primer lugar, nos aseguramos que los receptores estaban 
formados según nuestro diseño, es decir, que cada receptor estaba formado por un 
trímero y un dímero de subunidades ligadas y no eran producto de la incorporación de 
subunidades producidas por la degradación total o parcial de los concatémeros a nivel 
de ARNm o proteína y posterior ensamblaje de los mismos, problemas ya descritos en 
la literatura (Nicke y col., 2003; (Nicke y col., 2003; Zhou y col., 2003; Groot-Kormelink 
y col., 2004). Para ello utilizamos dímeros y trímeros con la mutación L9’T en una 
subunidad β4. El incremento de la sensibilidad a ACh del receptor al incorporar una de 
las construcciones mutadas y el efecto sinérgico multiplicador observado al incorporar 
ambas mutaciones demuestran que el receptor funcional formado es el resultado del 
ensamblaje de trímeros con dímeros. Sin embargo, no podemos descartar que se 
produzca la degradación de los dímeros y trímeros en monómeros y su posterior 
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reensamblaje, aunque parece que no se producirían suficientes subunidades de este 
tipo para formar receptores funcionales a un nivel medible.  
Las propiedades funcionales de los nAChRs concateméricos fueron similares a las de 
sus homólogos formados por las subunidades no ligadas, sugiriendo que la ligación de 
las subunidades no distorsiona significativamente la estructura de los receptores. Sin 
embargo, los niveles de expresión fueron marcada y significativamente menores en los 
receptores concateméricos que en los receptores formados por subunidades no 
ligadas. Concentraciones máximas de ACh indujeron respuestas de amplitud promedio 
de 4,67±1,64 µA y de 3,91±0,95 µA en ovocitos que expresaban respectivamente los 
receptores (α3)2(β4)3 y (α3)3(β4)2 formados por subunidades no concatenadas 
humanas. En comparación, se registraron corrientes de menor magnitud después de 3 
a 4 días tras la inyección del doble de la cantidad de ARNm normalmente inyectada 
(24 ng para los concatémeros versus 11,5 ng para las subunidades no ligadas). Para 
que la concatenación de las subunidades sea un modelo válido para el estudio de la 
función y estructura de receptores con estequiometría definidas, el nivel de expresión 
deseable de los receptores concateméricos debería ser comparable al de los 
receptores formados a partir de subunidades libres tras la inyección de ovocitos de 
Xenopus con similares cantidades de ARNm (Baur y col., 2006). Sin embargo, hasta el 
momento de la realización de nuestros experimentos los mejores resultados se han 
obtenido en la concatenación de las subunidades para el receptor α4β2 humano, 
donde se alcanzaron niveles de expresión comparables entre los receptores 
concatenados y los formados a partir de los monómeros no ligados tras la inyección de 
aproximadamente 5 veces la cantidad normal utilizada de ARNm (Carbone y col., 
2009). En el presente trabajo los niveles de expresión de los receptores concatenados 
se redujeron en un 98 y en un 90% para los receptores (α3)2(β4)3 y (α3)3(β4)2, 
respectivamente. Sin embargo, la cantidad de ARNm concatenado utilizado fue solo el 
doble a la cantidad normal utilizada para las subunidades no ligadas, lo que auspicia 
que si se aumentara la cantidad de ARNm concatemérico inyectado obtendríamos 
corrientes de mayor magnitud. Esto, unido a que la magnitud de las corrientes 
obtenidas con los receptores concateméricos en nuestros experimentos han sido 
suficientes para evaluar la funcionalidad de los mismos, hace apropiado el uso de las 
construcciones creadas para el estudio rutinario de los receptores (α3)2(β4)3 y 
(α3)3(β4)2.  
Sin embargo, como ya se comentó anteriormente, lo ideal sería que con la inyección 
de cantidad comparables de ARNm se obtuvieran los mismos resultados a nivel de 
corrientes. En trabajos previos, las pequeñas amplitudes de las corrientes generadas 
Anabel Sánchez García: Receptores Nicotínicos α3β4 
148 
en respuesta a agonista en receptores concatenados podían achacarse a factores 
tales como la presencia del péptido señal o a la naturaleza y longitud de los elementos 
que enlazan las subunidades. Sin embargo, en nuestro caso la menor magnitud de las 
corrientes no se debe a posibles procesos proteolíticos o a conformaciones 
tridimensionales erróneas debido a la presencia de los péptidos señal ya que estos se 
eliminaron del elemento enlazador excepto para la primera subunidad de los trímeros 
o dímero, constatándose la integridad de los receptores concateméricos mediante el 
test funcional con los mutantes L9’T. Otras causas más probables son que la eficacia 
de la traducción a proteína, el tráfico intracelular o la inserción en la membrana celular 
se reduzca para los receptores concateméricos. Las causas de esta reducción en la 
expresión no están claras. Pudiera ser que el orden de las subunidades impuesto a 
nivel de ADN en el concatémero afectara a la asociación de las mismas durante el 
proceso de ensamblaje natural del receptor, es decir, que el orden de subunidades 
propuesto no facilitara las interacciones que las subunidades que conducen al 
ensamblaje y maduración de los receptores α3β4 pentaméricos. Poco se conoce 
acerca de los pasos elementales que gobiernan el ensamblaje de los complejos 
pentaméricos del nAChR. Por analogía al ensamblaje del nAChR muscular (Green y 
col., 1993), es probable que las subunidades se incorporen al pentámero a través de 
pasos secuenciales dirigidos por interacciones subunidad-subunidad o subunidad-
chaperona. Además, cuando estas interacciones se dificultan, que podría ocurrir si las 
subunidades no estuvieran orientadas adecuadamente o no adquirieran una estructura 
tridimensional apropiada, la oligomerización y/o maduración pueden ser ineficientes, 
produciendo un bajo nivel de expresión o receptores con funciones alteradas. 
Asimismo, como se ha demostrado para los receptores GABAA, el orden de 
incorporación de las subunidades (incluso para estequiometrías indénticas) puede 
afectar la función del receptor (Baur y col., 2006). Es interesante comparar los niveles 
de expresión de los concatémeros pentaméricos para los receptores α3β4 y α4β2 de 
los trabajos de Groot-Kormelink y col, 2006 y Carbone y col., 2009 respectivamente. El 
orden de subunidades empleadas en el primer trabajo, β4-β4-α3-β4-α3, aunque 
produce receptores funcionales da lugar a unos niveles de expresión bajos en 
comparación con los receptores α3β4 formados por subunidades no ligadas. Sin 
embargo, el orden de subunidades empleado por Carbone y col., 2009, β2-α4-β2-α4-
β2, da lugar a unos resultados muy satisfactorios como ya hemos comentado. Esto 
sugiere que el posicionamiento de las interfases β-α previamente a la subunidad β o α 
podría ser una buena estrategia para la producción de concatémeros con una buena 
expresión funcional. Sin embargo, en el trabajo reciente de (George y col., 2012), 
donde utilizan el orden de subunidades propuesto por el grupo de Carbone en un 
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intento de crear concatémeros pentaméricos para las dos estequiometrías del receptor 
α3β4, no consiguen recrear las propiedades funcionales y farmacológicas de los 
receptores (α3)2(β4)3 y (α3)3(β4)2 formados a través de la inyección de proporciones 
extremas de ARNm de las subunidades en ovocitos de Xenopus. No obstante, con el 
diseño propuesto en el presente trabajo hemos conseguido recrear con bastante 
fidelidad la sensibilidad al agonista ACh de las dos estequiometrías, datos que han 
sido corroborados posteriormente a la realización de nuestros experimentos por 
.(Stokes y col.), con el uso de dímeros β4-α3 y coinyección con subunidades α3 o β4 
del nAChR para expresar las dos estequiometrías del receptor α3β4. La farmacología 
del agonista ACh observada en este estudio concuerda con nuestros resultados. 
Una estrategia para mejorar el nivel de expresión de las construcciones 
concateméricas utilizado por algunos grupos (George y col. 2012) es modificar la 
secuencia de ADN codificante para las subunidades de manera que obtengamos una 
secuencia de nucleótidos optimizada para su expresión en sistemas de expresión de 
vertebrados. La optimización incluye minimización de altos contenidos de GC en 
segmentos de la secuencia de ADN, mejora del uso de codones, predicción y 
reducción de la formación de estructuras secundarias en el ARNm y la eliminación de 
secuencias repetidas y posibles codones de inicio alternativo y sitios de “empalme” 
alternativo (alternative splicing).  
En cuanto a la funcionalidad de nuestros receptores concateméricos, a pesar de 
reproducir los valores de potencia de ACh de los receptores α3β4 formados a partir de 
subunidades no ligadas, la mera medida de la EC50 a agonistas no es del todo 
suficiente para comparar los receptores concatenados con los formados por 
subunidades libres. Serían necesarios experimentos más robustos para confirmar la 
integridad de los AChBS formados y así validar nuestro modelo, como puede ser la 
medida del desplazamiento de las curvas concentración respuesta producidas por un 
antagonista competitivo (Groot-Kormelink y col., 2006) o el estudio de la modulación 
por Zn2+ de las dos poblaciones de receptores concateméricos.   
Una línea experimental importante que abre la técnica de los concatémeros es la 
posibilidad de introducir un número de subunidades mutantes definido en un receptor y 
elegir la localización de esas mutaciones.  
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5.5.-Efecto de la incorporación subunidades β4 L9´T en los concatémeros 
del receptor α3β4. 
Esta aproximación se usó con el objetivo de comprobar la integridad de nuestros 
concatémeros, sin embargo, nos ha otorgado un hallazgo adicional. Nos ha permitido 
comprobar como las subunidades dentro de un mismo receptor no son simétricas, 
indicando una contribución diferencial de las subunidades β4 al “gate” del canal, muy 
posiblemente debido a su posición dentro del receptor y a la naturaleza del resto de 
subunidades que lo forman.  
En las figuras 44.B y 45.B se muestra el efecto de la introducción de la mutación L9´T 
solo en la primera subunidad β4 de los trímeros β4-β4-α3 y β4-α3-α3, solo en la 
subunidad β4 del dímero β4-α3 y el efecto de la combinación del dímero con cada 
trímero (doble mutantes). La mutación produjo progresivos desplazamientos hacia la 
izquierda de la curva concentración-respuesta a ACh, siendo el desplazamiento mayor 
cuando la mutación se expresó en la subunidad β4 del dímero que cuando ésta se 
expresó en el trímero. El efecto máximo se observó cuando tanto el dímero como el 
trímero portaban la mutación, sugiriendo un efecto multiplicador de las dos mutaciones 
tal y como se podía deducir de los trabajos de (Labarca y col., 1995; Chang y col., 
1996; Boorman y col., 2000). Sin embargo, pudimos observar que el grado de 
participación de las subunidades en el estado abierto-cerrado del poro iónico no es el 
mismo para el mismo tipo de subunidad dentro del receptor pentamérico, 
constrastando nuestros resultados a los descritos por los autores mencionados.  
Nuestros resultados contrastan con los de Boorman y col., 2000, donde concluyen que 
el efecto de la mutación es independiente de la subunidad que la porte sino que se 
debe al número de subunidades mutadas. Sin embargo, debido a sus condiciones de 
expresión no pueden comprobar la contribución de un tipo subunidad mutada de forma 
individual, ya que al no utilizar subunidades concatenadas solo pueden observar el 
efecto global de la mutación o bien de todas las subunidades α3 o de todas las 
subunidades β4 incorporadas en el receptor, asumiendo que cada subunidad tiene un 
efecto similar, independientemente de su naturaleza. Nuestros resultados contradicen 
estas conclusiones. No obstante, los trabajos en el receptor GABAA apoyan nuestros 
resultados al observar que el efecto de la introducción de la mutación L9´S en el 
receptor α1β2γ2 de la subunidad que la porte.  
Esta aproximación junto con los resultados anteriormente discutidos en esta Tesis nos 
permitió ver claramente como las subunidades dentro de un mismo receptor no son 
simétricas, indicando una contribución diferencial de las subunidades a las 
propiedades farmacológicas y electrofisiológicas del canal, muy posiblemente debido a 
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su posición dentro del pentámero y a la naturaleza de las subunidades que la 
acompañan. 
En la presente Tesis hemos definido las condiciones de expresión que favorecen la 
formación de receptores recombinantes con la estequiometría lo más parecida posible 
a los receptores nativo, y hemos sentado las bases para futuros estudios sobre sus 
propiedades funcionales. Será importante asegurar mediante futuros trabajos si los 
receptores nativos puede existir en distintas estequiometrías y si esto tiene 
consecuencias farmacológicas y fisiológicas. 
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6.-CONCLUSIONES 
A raíz de los resultados obtenidos en este trabajo experimental, podemos alcanzar las 
siguientes conclusiones: 
1. La oxotremorina M se comporta como un agonista nicotínico parcial de los 
receptores nicotínicos neuronales α3β4 y α7 humanos y bovinos, y como un 
bloqueador de canal abierto de los receptores α4β2 humanos, expresados en 
ovocitos de Xenopus laevis.    
2. El receptor nicotínico neuronal α3β4 puede existir en dos estequiometrías 
alternativas que se diferencian en su sensibilidad a ACh, modulación por el ión 
Zn2+, valor de conductancia del canal y cinética de las corrientes a nivel de 
canal único. La expresión del receptor de estequiometría (α3)2(β4)3 es 
favorecida en el sistema de expresión heteróloga de Xenopus laevis. 
3. Se propone a la interfase β4(+)/β4(-) como candidata para mediar el efecto 
moculador del ión zinc en la (α3)2(β4)3 del nAChR. 
4. Se propone a la interfase α3(+)/α3(-) como portadora de un tercer sitio de unión 
al agonista de baja afinidad en el receptor (α3)3(β4)2, que le conferiría su firma 
distintiva farmacológica y cinética. 
5. La estrategia seguida para la concatenación de las subunidades α3 y β4 en 
dímeros y trímeros para la expresión de receptores α3β4 con estequiometrías 
alternativas, da lugar a receptores funcionales que reproducen bien la 
sensibilidad a ACh de los mismos, aunque se hace necesario un mayor número 
de controles para comprobar sus características farmacológicas y 
electrofisiológicas y/o mejoras de las construcciones para incrementar su nivel 
de expresión. 
6. El efecto multiplicador de la mutación L9´T de las subunidades β4 sobre la 
sensibilidad a ACh de los receptores concateméricos se produce por a una 
contribución individual diferencial de cada subunidad mutada, que 
posiblemente se deba a su posición dentro del pentámero y a la naturaleza de 
las subunidades que la acompañan. Las subunidades dentro de un mismo 
receptor no son simétricas.  
7. Se descartan las estequiometrías (α3)2(β4)3 y (α3)3(β4)2 para el nAChR de la 
célula cromafín bovina, considerándose probable que el receptor nicotínico 
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nativo presente en este modelo celular podría estar formando por una 
combinación de subunidades α3β4α7(α5). 
 
Creemos que los resultados obtenidos en este trabajo podrían tener implicaciones bajo 
diferentes puntos de vista:  
• Desde el punto de científico, proporcionan nuevas aportaciones para el 
esclarecimiento de la composición y estructura del receptor nicotínico 
presente en la célula cromafin bovina que viene siendo objeto de 
estudio en este grupo.  
• Desde el punto de clínico, las consecuencias funcionales que conlleva 
la existencia de dos estequiometrías del receptor α3β4, puede aportar 
un nuevo camino hacia la búsqueda de las implicaciones fisiológicas, 
así como patológicas, de este receptor.  
• Desde el punto de vista de la industria farmacéutica, estos resultados 
plantean una estrategia significativa para abordar la caracterización de 
familia de receptores con lazo Cys en general: la búsqueda de nuevos 
fármacos cuya diana sería una subpoblación de receptores específica, 
mediante compuestos que se unan a la interfase de subunidades 
diferencial presente en el subtipo de interés.  
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